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RÉSUMÉ 
Le glioblastome est un type de tumeur du cerveau très malin avec des options thérapeutiques 
limitées, une forte récurrence et un taux de mortalité très élevé. Un lien étroit est désormais 
reconnu entre le développement tumoral et 1 ' inflammation chronique. Cette association est 
attribuable au fait que les tissus inflammés procurent un envrronnement idéal pour la 
prolifération des cellules cancéreuses en leur fournissant plusieurs outils favorisant leur 
croissance au sein de ces tissus. Les prostaglandines et les cytokines sont associées à la 
pathogenèse de diverses conditions pathologiques dans le cerveau, dont le cancer de cerveau. 
L'interleukine-! (IL-l), une cytokine pro-inflammatoire souvent exprimée dans les gliomes 
humains et exprimée dans les cellules tumorales et les macrophages, joue un rôle majeur dans 
l'orchestration de l ' inflammation. Des études épidémiologiques indiquent que la 
consommation abondante d ' aliments d 'origine végétale permet de diminuer les risques de 
cancer. Cet effet chimiopréventif est lié à la haute teneur de ces aliments en composés 
phytochimiques, tels que les polyphénols, qui ont des propriétés anticancéreuses et anti-
inflammatoires. Les objectifs de notre recherche ont été d ' évaluer l' effet de la lutéoline, un 
flavonoïde retrouvé dans le poivron, le céleri , le thym et l' huile d ' olive, sur l' expression de 
médiateurs pro-inflammatoires induite par l' IL-l dans des cellules tumorales issues de 
glioblastomes (U87). ln vitro, la lutéoline démontre une action biphasique en présence de 
l' IL- l dans les U87 en induisant l' expression protéique et génique de la cyclooxygenase 
(COX)-2 à de faibles concentrations (5-15 f!M) tout en inhibant son expression à des 
concentrations plus élevées (20-50 f!M). Cette action spécifique de la lutéoline est également 
observée sur l ' expression génique du récepteur à l' IL-l (IL-lR). L ' interaction synergique de 
l' IL-l avec de faibles concentrations de lutéoline sur la hausse d 'expression protéique et 
génique de la COX-2 est toujours maintenue, mais plus faiblement, en présence d ' un 
antagoniste IL- IR. De plus, cette hausse s ' accompagne d' une augmentation de translocation 
de NF-kB dans le noyau. L 'activation de diverses protéines impliquées dans la voie de 
signalisation de l ' IL-IR telles NF-kB, IkB, p38, ERK et JNK est, par contre, inhibée par la 
lutéoline de façon concentration dépendante. Nos résultats démontrent que la lutéoline 
module les voies inflammatoires NF-kB/IkB induites par l' IL-l dans les glioblastomes 
suggérant que son action biphasique contribuerait aux propriétés bénéfiques de la lutéoline à 
contrer le dévelopment tumoral. 
Mots clés : glioblastome, inflammation, lutéoline, IL-1 , COX-2, NF-kB . 
CHAPITRE 1 
INTRODUCTION 
1.1 Le cancer 
1.1.1 Généralités 
Le cancer englobe un groupe de maladies caractérisées par une croissance et une 
propagation incontrôlée des cellules anormales. Si la propagation de ces cellules anormales 
n'est pas contrôlée, elle peut entraîner la mort. Le cancer est causé par des facteurs 
externes tels le tabac, organismes infectieux, produits chimiques et rayons ionisants, et par 
des facteurs internes incluant les mutations héréditaires , hormones, conditions 
immunitaires, inflammations chroniques et des mutations qui se produisent à partir du 
métabolisme. Ces facteurs peuvent agir ensemble ou en séquence pour lancer ou inciter le 
développement du cancer (Luqman et Pezzuto, 201 0). 
Le développement tumoral chez les humains se produit à travers une période 
prolongée de temps, impliquant une série d'événements et un processus à plusieurs étapes 
distinctes : la phase d ' initiation, la promotion et la progression (Neergheen et al., 2009). 
Pendant ce processus, l'accumulation d'altérations génétiques et épigénétiques conduit à la 
transformation progressive d'une cellule normale en une cellule maligne. Les cellules 
cancéreuses acquièrent plusieurs compétences que la plupart des cellules saines ne 
possèdent pas : elles deviennent résistantes à l'inhibition de la croissance, elles prolifèrent 
indépendamment de 1 'action des facteurs de croissance, elles se reproduisent sans limites 
et elles échappent à l'apoptose (Hanahan et Weinberg, 2000). Les cellules cancéreuses 
peuvent également envahir les tissus voisins et se propager vers d'autres parties du corps 
par l'entremise du système lymphatique et sanguin, processus connu sous le nom de 
métastase. 
Bien que les mécanismes par lesquels les cellules cancéreuses acquièrent ces 
capacités varient considérablement d ' un type de tumeur à un autre, la plupa1i des 
changements physiologiques associés à ces mécanismes impliquent l'altération des voies 
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de transduction du signal. À ce jour, l ' identité et le rôle des protéines impliquées dans les 
différentes étapes du développement tumoral sont mieux connus, ce qui offrira des 
possibilités d'identification des nouvelles cibles pour le développement thérapeutique 
(Gupta et al., 2010). 
Le cancer est la maladie qui correspond le mieux au paradigme : «plus on sait, 
moins on comprend ses subtilités" (Gupta et al. , 2010). De nos jours, il est connu que les 
phénotypes cancéreux sont le résultat de la dérégulation de plus de 500 gènes à des étapes 
différentes dans les voies de signalisation cellulaire. Cela indique qu ' il est peu probable 
que l'inhibition du produit d'un seul gène ou d'une seule voie de signalisation cellulaire 
puisse prévenir ou traiter le cancer (Gupta et al., 201 0). Ironiquement, la plupart des 
traitements anticancéreux actuels ne mettent l' accent que sur une seule cible. 
INITIATION PROMOTION PROGRESSION CANCER 
1-40 années 
LÉSION DE ~ON ACTIVA nON DES ONCOG tNES/lNACTIVAnON GtNES SUPPRESSEURS TUMEUA5QitiiQUEMENT • OtTtCTIIBLE$ . 
Figure 1. Processus de développement des cancers. Tous les cancers suivent le même 
processus de développement, composé de trois étapes majeures : l'initiation, la promotion 
et la progression. La phase d ' initiation se produit sous l' action des agents cancérogènes 
comme les produits chimiques, les radiations ou les virus . La cellule normale subit des 
altérations irréversibles au niveau de son ADN. La phase de promotion tumorale est 
commencée lorsque la cellule mutée échappe au processus de réparation de l ' ADN et 
déclenche la prolifération incontrôlée. Durant cette phase, la cellule est insensible aux 
signaux d ' arrêt de croissance et les gènes suppresseurs sont inactivés. Un long laps de 
temps est nécessaire afin que la phase de progression s ' établisse et que le cancer puisse 
être détectable. [Tirée de Béliveau et Gingras , 2007] 
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1.1.2 Statistiques 
Malgré le développement de toutes les nouvelles thérapies, le cancer est un 
problème majeur de santé publique en Amérique du Nord, ainsi que dans de nombreuses 
autres parties du monde (Luqman et Pezzuto, 2010). Depuis 2005 , le cancer est devenu la 
principale cause de mortalité au Canada, tuant un Canadien sur quatre. Les statistiques 
canadiennes de la Société de Recherche sur le Cancer rapportent un estimé de 187,600 
nouveaux cas de cancer en 2013. En d 'autres mots, chaque jour, toutes les trois minutes , 
quelqu ' un recevra un diagnostic de cancer. De plus, une augmentation de la mortalité 
causée par le cancer a été estimée à plus de 100,000 morts par année jusqu'en 2030 au 
Canada (http://www.crs-src.ca, consulté le 29 julliet 2013). 
1.1.3 Gl ioblastomes 
Au cours de la dernière décennie, une amplification des cas des tumeurs cérébrales 
primaires a été constatée, le glioblastome étant le type hjstologique le plus fréquent et le 
plus malin de toutes les tumeurs cérébrales. Selon la American ·Cancer Society, plus de 
20,000 nouveaux cas de cancer du cerveau et d'autres cancers du système nerveux ont été 
rapportés en 2007, occasionnant environ 13,000 décès (Jemal et al. , 2007). Les tumeurs 
cérébrales représentent également la principale cause de décès liée au cancer chez les 
enfants, et la quatrième chez les personnes d'âge moyen (Jemal et al. , 2011). Les gliomes 
sont les tumeurs cérébrales malignes les plus courantes, et représentent environ 70% de 
toutes les tumeurs cérébrales primaires. Les gliomes malins sont très vascularisés, et 
possèdent la capacité d ' envahir les tissus environnants du cerveau. Malgré les progrès 
réalisés dans les traitements chirurgicaux et médicaux, ce type de cancer a conservé son 
mauvais pronostic (Shakur et al., 2013). 
Selon l'Organisation Mondiale de la Santé, les gliomes peuvent être divisés en 
quatre grades de malignité et en trois sous-types histologiques, le sous-type le plus 
commun étant l ' astrocytome de grade IV (glioblastome) . Les glioblastomes sont parmi les 
tumeurs les plus meurtrières avec une survie moyenne d'environ 16 mois (Niyazi et al. , 
2011). L'agressivité des glioblastomes est attribuée à leur niveau élevé de prolifération, le 
niveau angiogénique rapide et la tendance à s ' infiltrer parmi les tissus sains. La faible 
efficacité de la chimiothérapie actuellement, disponible pour les traitements de tumeurs 
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cérébrales, est en partie due à la présence de la barrière hémato-encéphalique (BHE) qui 
sépare le sang du parenchyme cérébral et limite la pénétration de la plupart des 
médicaments dans le système nerveux central (Regina et al. , 2008). 
Il a été observé dans les gliomes des altérations majeures dans les cascades de 
signalisation. Parmi celles-ci, la surexpression et/ou l'activation des facteurs de croissance 
[facteur de croissance épidermique (EGF), facteurs de croissance dérivés des plaquettes 
(PDGF)] , des récepteurs aux facteurs de croissance [récepteurs de 1 'EGF (EGFR), 
récepteurs de PDGF (PDGFR)] , des protéines de signalisation intracellulaires 
[phosphoinositide-3 kinase (PI3K)/AKT, MAPK!Ras] , et des mutations des gènes 
suppresseurs de tumeurs [protéine p53 , phosphatase lipidique PTEN (phosphatase et 
tensine de l' homologue supprimé sur le chromosome 10 (PTEN)] (Jiang etal., 2010). 
Le traitement du cancer du cerveau reste donc l'un des défis les plus importants en 
oncologie. Les traitements agressifs standards envers les tumeurs cérébrales, tels qu ' une 
vaste résection chirurgicale, une dose élevée de radiations et de la chimiothérapje locale, 
peuvent amplifier le processus de destruction de la tumeur et retarder la récidive tumorale. 
Toutefois, ces traitements peuvent aussi causer des dommages aux tissus adjacents , ce qui 
entraîne souvent des déficits des fonctions cognitives et motrices . Par conséquent, le 
développement de nouvelles stratégies visant à améliorer l'efficacité thérapeutique tout en 
minimisant la toxicité est désespérément nécessaire. 
1.2 L' inflammation et le cancer 
1.2.1 Généralités 
L'inflammation est une réaction de défense du système immunitaire, causée par 
des dommages et des blessures aux tissus, caractérisée par une rougeur, une chaleur, un 
gonflement et une douleur. L'objectif principal de l'inflammation est de localiser et 
d'éliminer les irritants et de réparer les tissus environnants. L'inflammation est un 
processus nécessaire et bénéfique pour la survie d 'une personne. Au contraire, il est bien 
connu qu ' une inflammation chronique contribue à la fois à la progression et à la 
prédisposition des différents tissus au cancer ou à d 'autres maladies (Keibel et al. , 2009). 
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Au cours des deux dernières décennies , beaucoup des recherches ont indiqué 
qu 'au niveau moléculaire, la plupart des maladies chroniques, dont le cancer, sont causées 
par une réaction inflammatoire dérégulée et chronique (Gupta et al., 201 0). L'identification 
des facteurs de transcription tels que NF-kB, AP-l et STAT3, et leurs produits géniques 
tels que le facteur de nécrose tumorale (TNF), l'interleukine-! (IL-l), l'interleukine-6 (IL-
6), les chimiokines, la cyclooxygénase-2 (Cox-2), la lipooxygénase, les métalloprotéases 
(MMPs) de la matrice extracellulaire, le facteur de croissance de l' endothélium vasculaire 
(VEGF), les molécules d'adhésion et d'autres , ont fourni la base moléculaire du rôle de 
l'inflammation dans le cancer (Aggarwal et Gehlot, 2009). La majorité de ces molécules 
pro-inflammatoires, lesquelles régulent le recrutement séquentïel des leucocytes, sont 
fréquemment observées dans le microenvironnement de la tumeur (Keibel et al. , 2009). Le 
microenvironnement inflammatoire des tumeurs est caractérisé par la présence de 
macrophages associés aux tumeurs et de lymphocytes lesquels s'infiltrent dans les tumeurs 
qui produisent une gamme de cytokines pro-inflammatoires, en particulier: le TNF, les IL-
let IL-6, les facteurs de croissance, des chimiokines comme I'IL-8 et des transducteurs de 
signal et des activateurs de transcription (ST ATs) (Neergheen et al. , 2009). 
Les cytokines et les chimiokines peuvent promouvoir la croissance, l'invasion et 
les métastases du cancer en provoquant des dommages à l'ADN par les ROS 1 RNS, en 
inhibant les mécanismes de réparation de l'ADN via ROS 1 RNS, par l'inactivation 
fonctionnelle des gènes suppresseurs de tumeurs ; principalement du p53 , par l' induction de 
la perméabilité vasculaire et l'activation des métalloprotéinases de la matrice 
extracellulaire, par la modulation des molécules d'adhérence cellulaire, par la stimulation 
de l'angiogenèse, et en favorisant la production de facteurs angiogéniques (VEGF, bFGF, 
I'IL-8, MMP) (Balkwill et Mantovani, 2001 ; Coussens et Werb, 2002). La contribution 
importante des processus inflammatoires dans la néoplasie a indiqué le rôle bénéfique des 
agents anti -inflammatoires dans la prévention du cancer. 
Dans des conditions physiologiques normales, l'inflammation est associée à la 
production de divers radicaux libres et antioxydants qui, principalement, combattent et 
neutralisent les pathogènes envahisseurs et les corps étrangers, et détruisent également les 
tissus libres infectés de l'hôte. Cependant, l' inflammation chronique dans le cancer, mène à 
la production continue des radicaux libres qui s ' accumulent dans les cellules et causent des 
dommages à d'autres molécules (comme l 'ADN, les lipides et les protéines) en favorisant 
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la croissance des tumeurs. Des extraits de plantes à haut indice antioxydant peuvent se 
servir, du moins en partie, de leurs propriétés anticancéreuses, en agissant comme 
neutralisateurs de radicaux libres et des chélateurs de métaux (Neergheen et al. , 2009). 
Les voies inflammatoires sont activées par le tabac, le stress, l'obésité, l'alcool, les 
agents infectieux, les radiations, et les stimuli environnementaux, et représentent ainsi 
l' ensemble de presque 95% de tous les cancers (figure 2), (Aggarwal et Gehlot, 2009) . 
l ENVIRONNEMENT ALCOOL 1 ALIMENTATION VIANDE 1 BACTÉRIES 
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Figure 2. Lien entre l'inflammation et le cancer. Les molécules qui jouent un rô le 
crucial dans l'inflammation sont régulées par Je facteur de transcription NF-kB dont 
l' activation est liée au sty le de vie. Une saine alimentation composée de légumes, fruits , 
graines et épices ainsi que l' exercice physique vont aider à supprimer 1 ' inflammation. 
[Adaptée de Aggarwal et Gehlot, 2009] 
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1.2.2 Cytokine pro-inflammatoire: Interleukine-1 (IL-l) 
L'IL-l est l'un des principaux régulateurs de l'inflammation et des réponses 
immunitaires, étant une cytokine neuroinflammatoire majeur dans le cerveau qui est 
libérée en réponse à une lésion ou une tumeur croissante (Rothwell et Luheshi, 2000). 
L'IL-l peut induire la sécrétion d'autres cytokines pro-inflammatoires, comme l'IL-6 et IL-
8, et peut promouvoir la prolifération de cellules de glioblastomes. De plus, l'IL-l a été 
impliquée dans la tumorigenèse, l'invasivité des tumeurs et les métastases de différentes 
cellules cancéreuses (Apte et al. , 2006). Plus important encore, il a été récemment montré 
que les cellules de glioblastomes sécrètent d ' importantes quantités d'IL-l (Lu et al. , 2007). 
Les cytokines sont des protéines solubles de faible poids moléculaire qui transmettent des 
signaux entre les cellules et qui sont impliquées dans plusieurs maladies . Les cytokines 
pro-inflammatoires, incluant l'interleukine-1 ~ (IL-l~) , interleukine-6 (IL-6), interleukine-S 
(IL-8), et le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a) sont impliquées dans ces processus 
pathologiques. La régulation à la hausse de ces cytokines est directement liée à 
l'inflammation chronique et au cancer (Pratheeshkumar et al. , 2012). 
L' IL-l appartient à une famille de cytokines comprenant 11 protéines (IL-lFl à 
l'IL-IFll) codées par 11 gènes distincts (ILIA, ILlB, ILlRN, IL18, IL1F5 à ILlFll chez 
les humains, et Ill A à Ilfll chez les souris). La fonction principale de ce type de cytokines 
est de contrôler les réactions pro-inflammatoires par des motifs moléculaires associés à des 
pathogènes, en réponse à une lésion tissulaire. Les membres de la famille d ' IL-l sont des 
médiateurs de réactions immunitaires innées et qui possèdent des actions bien équilibrées 
(Weber et al., 2010). 
Le terme IL-l a été utilisé afin de décrire le médiateur de diverses activités 
biologiques. Il a été révélé que ces dernières sont régulées, en fait, par deux cytokines 
associées l ' une à l ' autre, l' IL-la et l ' IL-l~ , qui se lient au même récepteur et stimulent des 
signaux intracellulaires similaires. Les gènes codant pour l'IL-l a et IL-l~ sont situés sur le 
chromosome 2 (Copeland et al., 1991). Malgré leur faible niveau d'homologie dans leur 
séquence d'acides aminés de seulement 24%, l'IL-la et IL-1~ partagent une structure 
tridimensionnelle semblable et une fonction biologique presque identique (Weber et al. , 
201 0). Les deux cytokines sont produites principalement par des monocytes et des 
macrophages stimulés, mais ils peuvent aussi être exprimés par plusieurs autres types 
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cellulaires, tels les neutrophiles, les kératinocytes, les cellules épithéliales et endothéliales, 
les lymphocytes, les cellules musculaires lisses et les fibroblastes (Dinarello, 1994). 
L'lL-la et l'JL-1~ sont synthétisés sous forme de précurseurs peptidiques de 31 
kDa (pro-IL- la et pro-IL- l~), qui peuvent être clivés afin de générer des formes matures 
de 17 kDa (miL-l a et mlL-1 ~) . Les deux cytokines sont exemptes de peptides signaux, et 
sont donc sécrétées par une voie indépendante non conventionnelle du réticulum 
endoplasmique et de l'appareil de Golgi. Les deux protéines IL-l ont des localisations 
subcellulaires différentes et différents mécanismes de maturation et de sécrétion (figure 3) 
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Figure. 3. La synthèse, la maturation et la localisation cellulai re de l'IL-la et l'IL-l~ . 
Ces deux protéines sont synthétisées à partir de deux gènes distincts sous forme de 
précurseurs pro-peptidiques (pro-lL- la et lL-pro-1~), sans séquence de signal. La pro-lL-
1 ~ est clivée par la caspase 1 en mlL-1 ~' et peut être sécrétée comme une protéine soluble 
et active. La pro-lL-la est biologiquement active et contient une séquence de localisation 
nucléaire dans la région N-terminale. Après myristoylation, la pro-IL-la est également 
exprimée sous forme d'une cytokine membranaire. Parfois, la forme du précurseur peut 
être clivée par une protéase calpaïne-like pour générer la miL-l a et un pro-domaine N-
terminal. Comme pour la pro-lL-la, le pro-domaine N-terminal peut exercer des activités 
intracellulaires indépendamment de la liaison au récepteur de surface cellulaire. Une 
translocation nucléaire semble être requise pour les effets intracellulaires de la pro-lL-la 
et le pro-domaine N-terminal. [Adaptée de Gabay et al. , 2010]. · 
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L'IL-l a est activée soit en tant que précurseur, soit associée à la surface 
membranaire de plusieurs types cellulaires. L'IL-la reste au niveau cytosolique et semble 
être impliquée dans la signalisation paracrine entre les cellules. L' IL-la est rarement 
détectée dans le sang ou dans d ' autres fluides corporels chez les êtres humains, sauf 
pendant les maladies graves, où elle peut être libérée par les cellules mourantes . De plus, la 
pro-IL-la exerce également des activités intracellulaires indépendantes de sa liaison aux 
récepteurs de surface cellulaire (Voronov et al., 2003; Gabay et al. , 2010). 
L ' IL-lP est biologiquement inactive et devient active uniquement suite à sa 
sécrétion sous forme de produit mature lorsqu ' il y a conversion de la Pro-IL-l pen 17 kDa 
miL-l p. (Gabay et al. , 2010). L'IL-l~ est transformée et libérée par les cellules suivant un 
mécanisme impliquant la caspase-1. L'activation de la caspase-1 est régulée par un 
complexe protéique cytosolique multimérique, appelé l'inflammasome. L 'IL-l~ est 
abondamment sécrétée par les macrophages activés et les monocytes sanguins. Deux 
signaux sont nécessaires pour la libération d'IL-l~ par les macrophages primaires: 
premièrement, l'activation du Toll-like récepteurs (TLR), résultant de la transcription et de 
la traduction des pro-IL-lP, et deuxièmement, l' induction de l'IL-lP par le NLR et sa 
libération par un mécanisme caspase-1-dépendant (Netea, 2009). De pli.JS, l'IL-lP est 
présente dans la circulation sanguine des patients subissant des réponses infectieuses ou 
inflammatoires (Voronov et al., 2003). 
L' IL-l p exerce un grand nombre de ses effets biologiques par J'activation du 
facteur de transcription NF-kB, qui, à son tour, régule l'expression de gènes 
inflammatoires et oncogéniques (Farrow et Evers, 2002). Il est connu que l'IL-lP est 
régulé à la hausse dans de nombreux types de tumeurs et qu'elle est impliquée dans la 
progression tumorale par l'intermédiaire de l'expression de gènes angiogéniques et 
métastatiques et des facteurs de croissance (Voronov et al., 2003 ; Saijo et al., 2002). Un 
certain nombre d'études a rapporté que des hautes concentrations d'IL-l p dans le 
microenvironnement de la tumeur sont associées à un phénotype tumoral plus virulent. Le 
mécanisme exact par lequel l'IL-l exerce son effet prolifératif et angiogénique est inconnu, 
mais il est postulé que les interactions au sein du microenvironnement de la tumeur sont 
une composante importante (Lewis et al. , 2006). 
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1.2.3 Les récepteurs d ' interleukine 
1.2.3 .1 Les récepteurs d ' interleukine-! 
Les activités biologiques de l'IL-l a et IL-l~ sont accordées par la liaison au 
récepteur d'IL-l de type I (IL-lRI), appartenant à la famille Toll (O 'Neill, 1995). Ce 
récepteur est exprimé à la surface d'une grande variété de cellules permettant ainsi les 
grandes diversifications de réponses biologiques induites par l'IL-l. L ' IL-lRI contient 
trois domaines d'immunoglobuline extracellulaires et un domaine intracellulaire qui 
partage une certaine homologie avec les autres membres de l'IL-IR et de la fami lle TLR, 
connu sous le nom de domaine Toll-like 1 IL- IR (TIR) (Gabay et al. , 2010). L ' interaction 
de l' IL-la ou de l'IL-l~ avec la partie extracellulaire d'IL-lRI, induit le recrutement d'une 
seconde chaîne de récepteur, appelé protéine accessoire du récepteur d ' IL-l(IL-lRAcP) 
(figure 4). Cette protéine accessoire IL- lRAcP sert de corécepteur, requis pour la 
transduction du signal du complexe IL-l 1 IL-l RI. Ce complexe temporaire formé par ces 
trois composantes l'IL-l , IL-lRI et I' IL- lRAcP, recrute un certain nombre de molécules 
adaptatrices intracellulaires dont: le facteur myéloïde de différenciation 88 (MyD88), les 
kinases associées à 1 ' IL-l R (IRAK) et le facteur 6 associé au récepteur du TNF (TRAF6). 
Il active par la suite diverses voies de signalisation par l'intermédiaire du NF-kB, p38, c-
Jun kinases N-terminal (JNK), la protéine kinase régulatrice des signaux extracellulaires 
(ERK) et des protéines MAPKs (Yao et al. , 2007). 
1.2.3 .2 Les récepteurs d ' interleukine-II 
Les IL- la et IL-l~ peuvent également se lier au récepteur d'IL-l de type II (IL-l 
RII). La particularité de ce récepteur est 1 ' absence d'une partie cytosolique nécessaire pour 
la signalisation et donc ne sert que de récepteur-leurre seulement (O 'Neill, 1995). L'IL- l~ 
se lie à I'IL-lRII avec une plus grande affinité que l' IL-la et l' IL-l Ra. Ancré à la surface 
membranaire, I'IL-lRII peut agir à titre de modulateur dominant négatif pour la 
signalisation cellulaire, en formant un complexe avec l'IL-l et IL-lRAcP sans aucun signal 
(figure 4) (Weber et al., 201 0). 
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Figure 4. Régulation de l'activité de l'IL-l par les deux formes membranaires et 
solubles des récepteurs de l'IL-l. a) Les activités biologiques de l'IL-lsont modulées par 
leur liaison au récepteur de la surface cellulaire de l'IL-lRI. La liaison de l'IL-l induit un 
changement de conformation dans la partie extracellulaire de I'IL-lRI, permettant son 
interaction avec l'IL-lRAcP, qui est nécessaire pour la signalisation intracellulaire. b) 
L ' IL-lRII peut seulement agir comme un récepteur-leurre sur la surface de la cellule ou c) 
sous forme soluble dans le milieu extracellulaire après clivage enzymatique de son 
domaine extracellulaire. L ' IL-lRII soluble antagonise l' activité de l'IL-l. d) L'IL-lRI ete) 
I' IL-lRAcP existent aussi sous formes solubles, produites par le clivage du domaine 
extracellulaire et suivies d' un épissage alternatif. L ' IL-lRAcP soluble peut former un 
complexe inactif avec l'IL-lRI liée à l'IL-l , et f) augmenter également le potentiel 
inhibiteur de I' IL-lRII sur l' action de l'IL-l. [Adaptée de Gabay et al. , 2010]. 
1.2.3.3 L ' antagoniste du récepteur d'interleukine 1 (IL-l Ra). 
Un troisième ligand spécifique au récepteur IL-lRI est une cytokine d'origine 
naturelle qui fonctionne comme un antagoniste spécifique du récepteur d ' IL-l (IL-l Ra) . 
L 'IL-lRa agit comme un inhibiteur compétitif de la liaison de l'IL-l à son récepteur, et lie 
l ' IL-lRl avec une spécificité et une affinité similaire, mais n'active pas le récepteur et 
donc ne déclenche aucune signalisation en aval (Weber et al., 2010). Toutefois, malgré 
cette affinité similaire de l'IL-l et l' IL-lRa pour l'IL-lRI, un large excès molaire d'IL-l Ra 
(de 100 à 1000 fois plus) est nécessaire afin de bloquer l'activité de l'IL-l in vitro et in 
vivo. Ces résultats s'expliquent par le niveau élevé d'IL-lRI exprimé sur la plupart des 
cellules, et le fait que l'engagement de quelques récepteurs de l'IL-l est suffisant pour 
activer pleinement ces réponses cellulaires (Gabay et al. , 201 0). 
L'IL-l Ra est produite sous forme de quatre isoformes différentes. Une de ces 
isoformes est sécrétée (siL-1 Ra), tandis que les trois autres restent intracellulaires, car 
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elles n'ont pas de séquences consensus· (iciL-lRal , iciL-1Ra2 et iciL-1Ra3). Ces 
isoformes intracellulaires peuvent être libérées par les cellules sur le point de mourir et se 
lient à I'IL-lRI (Gabay et al. , 2010). 
1.2.4 Les cyclooxygénases 
La cyclooxygénase (COX)-2 est une enzyme inductible par des médiateurs 
inflammatoires et des cytokines telles IL-l , IL-6 et TNF-a, responsable de la production de 
prostaglandines dans les sites d'inflammation. En réponse à divers facteurs de croissance, 
des hormones ou des cytokines, l'acide arachidonique peut être mobilisé à partir de 
phospholipides et transformé en eicosanoïdes bioactifs par la COX. La voie COX-2 génère 
cinq prostanoïdes majeurs, la prostaglandine D2, la prostaglandine E2, la prostaglandine 
F2a, la prostaglandine 12 et la thromboxane A2, qui jouent un rôle important dans divers 
processus biologiques (Wang et al., 2007). 
La biosynthèse des prostanoïdes implique une séquence de trois étapes. 
Premièrement, la libération d'acide arachidonique à partir des phospholipides secrétés ou 
cytoplasmiques, ou même les deux types de phospholipase A2 (sPLA2, cPLA2) 
(Shinohara et al., 1999). Deuxièmement, une oxygénation de l'acide arachidonique par la 
COX-2 pour former la prostaglandine endoperoxide H2 (PGH2) (également connue sous 
le nom prostaglandine H2 synthases, PGHS). Et troisièmement, la conversion subséquente 
de la PGH2 dans les cinq prostanoïdes primaires PGD2, PGE2, PGF2, PGI2 
(prostacycline) ou TXA2 (thromboxane A2) par des synthases spécifiques (ou isomérases) 
(figure 5) (Kuwamoto et al., 1997; Suzuki et al. , 1997; Smith et al. , 1992). 
• Séquence idéalisée d'un acide nucléique ou d'une protéine dans laquelle chaque position représente 
la base ou l'acide aminé rencontré le plus fréquemment. Un ensemble connu de la séquence 
conservée est représenté par une séquence de consensus. Les structures primaires de protéines 
fréquemment observées (motifs des acides aminés) sont souvent formées par des séquences 
conservées. Dans le cas de séquences très spécifiques, cette simple séquence suffit pour décrire de 






Figure 5. Biosynthèse des prostanoïdes. La COX-2 et la COX-1 catalysent l'oxydation 
de l' acide arachidonique en deux intermédiaires instables, la prostaglandine endoperoxyde 
G2 (PGG2) et la prostaglandine H2 (PGH2). À l'aide des synthases spécifiques, la PGH2 
et la PGG2 sont transformées en d'autres prostaglandines (PGD2, PGF2a, PGE2, PGI2, 
TXA2). Une fois synthétisée, la PGE2 diffuse immédiatement et active ses récepteurs 
prostanoïdes E-spécifiques (EPl-4) qui appartiennent à la famille des récepteurs à sept 
domaines transmembranaires couplés à la protéine G. [Adapté de Clasadonte et al., 2011] 
Les prostanoïdes modulent l'aggrégation plaquettaire, l'homéostasie rénale, 
l'homéostasie vasculaire, la régulation de l'inflammation et beaucoup d ' autres processus. 
Des études suggèrent que les différents prostanoïdes et leurs propres synthases peuvent 
jouer des rôles distincts dans la progression tumorale et les métastases du cancer. La COX-
2 et la PGE2 sont les synthases les plus étudiées et documentées dans la littérature 
scientifique pour la régulation de divers aspects de la progression tumorale et de la 
métastase (Wang et al. , 2007). 
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À ce jour, trois isoenzymes de COX ont été identifiés : COX-1, COX-2 et COX-3 . 
COX-3 est un variant d'épissage de la COX -1, qu i conserve 1 ' intron 1 et possède une 
mutation du cadre de lecture. Toutefois, certains scientifiques préfèrent utiliser le nom de 
la COX-lb ou COX-lvariant (COX- lv). Cette enzyme est similaire à la COX-1 et COX-2 
en termes de structure et de fonction enzymatique. Quoique, la rétention de l'intron dans le 
COX-3 ralentie son activité enzymatique par rapport à la COX-1 et COX-2 (Wang et al., 
2007). Les autres isoformes, COX-! et COX-2, diffèrent principalement par leurs modes 
d'expressions. Bien que la COX-1 et COX-2 opèrent fondamentalement de la même façon 
et partagent une homologie de 61% dans les séquences d'acides aminés , l'inhibition 
sélective peut faire une différence en termes d'effets secondaires. La COX-1 est exprimée 
de manière constitutive dans la plupart des tissus et joue un rôle dans la production des 
prostaglandines qui contrôle des processus physiologiques nonnaux. Par conséquent, la 
COX-1 est responsable de la synthèse des PG de ménage (Ghosh et al. , 2010). 
D'autre part, la COX-2 est indétectable dans la plupart des tissus normaux (sauf 
pour le système nerveux central, les reins et les vésicules séminales), mais est induite par 
différents stimuli inflammatoires et mitogènes. COX-2 est régulée au niveau 
transcriptionnel et post-transcriptionnel par les facteurs de croissance EGF et PDGF, les 
cytokines pro-inflammatoires IL-l~ et IL-2, TNF, les promoteurs de tumeurs et 
finalement, les acides biliaires et l'irradiation ultraviolette B (Chen et al., 2001 ; Dempke et 
al. , 2001 ; Peppelenbosch et al., 1993). COX-2 a été reliée à la prolifération des cellules 
tumorales. Des rapports ont démontré des quantités accrues de COX-2 dans les tissus 
précancéreux et cancéreux (Dannenberg et al., 2001). De plus, COX-2 est liée à la 
formation de cancérogènes, à la promotion de la tumeur et à l'inhibition de l'apoptose, de 
l'angiogenèse et du processus métastatique. (Mai er et al. , 1990; DuBois et al., 1994 ). 
Bien que le mécanisme de régulation à la hausse de la COX-2 n'est pas 
complètement élucidé, des hypothèses suggèrent qu'il résulte de l'activation de Ras et de la 
voie de MAPK (Sheng et al., 2000 ; Sheng et al. , 1998). Il a été reconnu que l'activité de la 
protéine kinase B (Akt 1 PKB) est impliquée dans l'expression de la COX-2 induite par 
K-Ras, et que la stabilisation de l' ARNm du COX-2 dépend en partie de l'activation de la 
voie Akt 1 PKB (Sheng et al. , 2000). Ces voies conduisent à l'activation des facteurs de 
régulation qui se lient, éventuellement, à la région promotrice du gène COX-2. Cette 
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région contient plusieurs éléments de réponses à des facteurs de transcription, dont le 
facteur nucléaire kappa B (NF-kB) (Rodrigues et al. , 2004). 
1.2.5 Le facteur nucléaire kappa B (NF-kB) 
Un des liens les plus importants entre 1 ' inflammation et le cancer est le facteur 
nucléaire pro-inflammatoire kappa B (NF-kB). Le NF-kB est un facteur de transcription 
ubiquitaire qui régule l'expression des gènes impliqués dans la transformation, la survie, la 
prolifération, l'invasion, l'angiogenèse et la métastase des cellules tumorales. De plus NF-
kB contrôle l'expression des gènes impliqués dans un certain nombre de réactions 
physiologiques, y compris les réponses immunitaires inflammatoires, les réactions 
inflammatoires de la phase aiguë, les réponses au stress oxydatif, l'adhésion cellulaire, la 
différenciation et l'apoptose (Gupta et al., 2010). Les gènes activés par NF-kB 
comprennent plusieurs cytokines [TNFa, l'IL- l , IL-6 et "granulocyte-macrophage colony 
stimulating factor" (GM-CSF)] , chimiokines [IL-8, 'macrophages inflammatory protein ' 
(MIP)-la, 'méthyl-accepting chimiotaxis protein 1' (MCPl)] , les molécules d'adhésion [E-
sélectine, les molécules vasculaires d ' adhésion cellulaire 1 (VCAM-1), les molécules 
intracellulaires d 'adhésion cellulaire 1 (ICAM-1)] , l ' enzyme inductible COX-2 et de 
synthase inductible de l'oxyde nitrique (iNOS) (figure 6). Plusieurs de ces produits, tels 
que le TNFa et l'IL-l~, activent directement la voie NF-kB pour établir une boucle 
autorégulatrice positive peuvant amplifier et augmenter la durée de la réponse 
inflammatoire (Yamamoto et Gaynor, 2004). 
Le facteur NF-kB appartient à la famille des protéines Rel qui comprend cinq 
membres, c-Re!, RelA (p65), Re!B, NF-KBl (p50 et son précurseur pl05) et NF-KB2 (p52 
et son précurseur p100) qui peuvent tous former des hétéro- ou homodimères (Gupta et al., 
2010). Tous les cinq membres de cette famille partagent un domaine N-terminal d'environ 
300 acides aminés, désigné le Rel-homologie-domaine (RHD), qui assure la capacité de 
leur liaison à l'ADN, leur dimérisation et leur translocation nucléaire. Trois membres de la 
famille de NF-kB, p65, Re!B et c-Re!, comprennent des domaines d' activation 
transcriptionnelle C-terminaux (T AD) qui sont essentiels à leur capacité à activer 
l' expression génique. Deux membres de la famille NF-kB, le p50 et le p52, sont 
synthétisés sous forme de protéines précurseurs, respectivement pl05 et plOO, qui 
contiennent une séquence RHD N-terminal (Yamamoto et Gaynor, 2004). 
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Une dimérisation des membres de la famille NF-kB est nécessaire pour leurs 
propriétés de liaison à l'ADN. Des combinaisons multiples homo- et hétérodimères de ces 
facteurs se lient aux séquences kB dans les promoteurs de gènes régulés par le NF-kB, 
entraînant des modèles uniques d'activation transcriptionnelle (Zhong et al., 2002; Saccani 
et al., 2003) . L ' hétérodimère p65-p50 a été classifié comme étant la forme classique de 
NF-kB qui se lie aux sites kB . Bien que l'homodimère Re!B ne se lie pas aux sites NF-kB, 
ses hétérodimères peuvent conduire à la médiation de Re!B. Les .deux sous-unités, p50 et 
p52, peuvent également former des hétérodimères transcriptionnels actifs, soit avec p65 ou 
soit avec c-Re!. Les homodimères de p50 ou p52 peuvent aussi se lier à des séquences NF-
kB . Dans la plupart des tissus, ces protéines ont une capacité d ' activation de la 
transcription très faible parce qu'ils n'ont pas un domaine de transactivation classique. 
Cependant, ces homodimères peuvent également réprimer l'expression de leurs gènes 
cibles (figure 6) (Li et Verma, 2002). 
Dans les cellules non stimulées, les protéines NF-kB résident dans le cytoplasme 
sous forme d ' hétérotrimères constituées de p50-p65 et associées à des membres 
appartenant à une famille de protéines inhibitrices IKB . Cette famille est constituée de 
l'IkBa., l ' IkB~, l'lkBE et l'lkBy. La spécificité de ces protéines est octroyée par leurs 
séquences répétitives alkyrin en C- terminal, qui sont essentielles à leur interaction avec 
les protéines NF-kB . Les études structurales ont indiqué que 1 ' IkBa. masque le signal de 
localisation nucléaire du p65, mais pas celui du p50, ce qui permet de moduler l'apport 
nucléaire de l' IkBa. avec le complexe p50-p65. Le transport constant de l'lkBa. entre le 
cytoplasme et le noyau est probablement un mécanisme crucial pour le maintien de la 
localisation cytoplasmique du complexe IkBa.-p50-p65 (Luqman et Puzzuto, 201 0). 
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Figure 6. La voie de signalisation classique de NF-kB. La cascade de la voie classique 
ou canonique du NF-kB est généralement activée lors de la stimulation par des cytokines 
pro-inflammatoires, IL-1~ et TNF-a, ou par les virus. La phosphorylation d' IkB par l' IKK 
activée libère les sous-unités p50-p65, qui se déplacent au noyau et qui se lient à l'ADN 
afin d'induire la transcription des gènes cibles . L ' IkB phosphorylée est dégradée par le 
protéasome. [Adaptée de Belvisi, National Heart and Lung Institute (NHLI); 
http:/ /www l.imperial.ac. uk/nhl ilrespiratory/airdisease/pharmacology/ ] 
Une large variété de stimuli qui activent la voie NF-kB, dont les cytokines, les 
chimiokines, les produits bactériens et viraux, les rayonnements UV et les radicaux libres, 
peut induire la phosphorylation de la protéine IKBa. Ainsi , la phosphorylation de 1 ' IkBa 
par les IKK activées , résulte dans une ubiquitination et ensuite d ' une dégradation par le 
protéasome. La dégradation d 'IKBa se produit généralement entre 5 et 30 minutes selon 
l ' origine de la stimulation. Quand à IKBE, sa dégradation se fait entre 60 et 90 minutes 
(Kanarek et Ben-Neriah, 2012). 
Le complexe IKK contient deux sous-unités kinases , IKKa (IKKl) et IKK~ 
(IKK2), et une sous-unité régulatrice, NEMO (modificateur essentiel de NF-kB) ou IKK.y. 
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Dans la voie de signalisation NF-kB classique, 1 ' IKK~ est à la fois nécessaire et suffisante 
pour la phosphorylation de l ' IkBa et l ' IkB~. Le rôle d ' IK.Ka dans la voie classique n'est 
pas clair, bien que des études récentes suggèrent qu'il peut réguler l'expression des gènes 
en modifiant l'état de phosphorylation des histones (Hayden et Ghosh, 2004). La 
phosphorylation et la dégradation de l' IKBa, représentant l' étape clé dans la régulation de 
la voie de NF-kB, permettent la libération des sous-unités p50 et p65 et par la suite leur 
translocation vers le noyau. Les hétérodimères se lieront alors aux séquences spécifiques 
d'ADN présentes sur les promoteurs de différents gènes, ce qui va initier la transcription 
de ces gènes (figure 6) (Gupta, Kim et al., 2010). 
Un certain nombre de protéines est impliqué dans la voie de signalisation NF-kB. 
En raison de la pertinence de la voie de signalisation NF-kB dans le cancer, cette voie 
représente une cible intéressante pour le développement thérapeutique. En effet, plus de 
700 inhibiteurs de la voie d'activation de NF-kB ont été signalés, notamment des 
antioxydants, des peptides, des protéines microbiennes et virales (Gupta, Kim et al. , 201 0). 
1.3 Les voies de signalisation intracellulaires impliquées dans le cancer 
1.3.1 La voie des MAP kinases 
Les cascades MAPKs fonctionnent en aval des récepteurs de surface cellulaire et 
d'autres protéines de signalisation cytoplasmiques dont les fonctions sont dérégulées dans 
le cancer et d'autres troubles pathologiques humains (Roberts et Der, 2007). Les réponses 
cellulaires à de nombreux stimuli externes impliquent l'activation de plusieurs types des 
voies de signalisation de MAPKs. Les protéines MAP kinases appartiennent à la 
superfamille des sérines 1 thréonine kinases et jouent un rôle central dans la transduction 
des différents signaux extracellulaires (Cobb et Goldsmith, 1995). Les cascades MAPK 
sont organisées en trois grands niveaux de régulation: (1) une MAP kinase kinase kinase 
(MAPKKK), qui phosphoryle et active (2) une MAP kinase kinase (MAPKK), qui à son 
tour, phosphoryle et active (3) une MAPK (figure 7) (Cobb et Goldsmith, 1995). Malgré la 
diversité des fonctions et des événements de signalisation en amont, les MAPKs sont 
toujours activées par un mécanisme hautement conservé qui implique une phosphorylation 
sur les deux résidus, respectivement la thréonine (Thr) à la position 180 (Mittelstadt et al., 
2005) et la tyrosine (Tyr) à la position 182 (Mittelstadt et al., 2005) catalysée par une 
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kinase MAPK. Les MAPKs comprennent 3 principaux sous-groupes de protéines dont les 
voies sont le mieux caractérisées: la voie d ' ERK, la voie de JNK/SAPK et la voie de p38 
MAPK (Karin, 1995). 
stress 
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stimulus 
mitogènes facteurs de croissance 
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Figure 7. Représentation schématique des voies de signalisation des MAPKs. Les 
MAPkinases sont organisés comme une cascade dê signalisation, dans laquelle elles sont 
activées par une kinase MAPKK et qui sont eux-mêmes activés par la suite par un type de 
kinases, MAPKKK, très diversifié. Les classes les plus importantes des MAPKs y sont 
représentées dans la figure: les voies d 'ERK, p38 et JNK/SAPK. [Adaptée de Cel! 
Signaling] 
1.3.1.1 La voie ERK 
L ' initiation de la cascade ERK 1 MAPK implique l'activation de trois kinases: Ras 
~ Raf ~ MEK ~ ERKIMAPK (Wang et al. , 2011 ). La voie ERK est activée lorsque Ras 
recrute c-Raf (un MAPKKK) à la membrane, ce qui entraîne son activation. Une fois 
activée, Raf phosphoryle et active ensuite MEKl/2 (MAPKK), qui active directement 
ERK par une double phosphorylation sur les résidus thréonine 202 et tyrosine 204, dans le 
20 
motif tri -peptidique. La voie ERK est très sensible aux facteurs de croissance et aux 
signaux reçus de certains récepteurs couplés aux protéines G et à la protéine kinase C, 
ainsi qu ' aux récepteurs à activité tyrosine-kinase (Roberts et Der, 2007). 
La voie ERK 1 MAPK est traditionnellement appelée à jouer un rôle important 
dans la prolifération et la différenciation cellulaire, mais elle est aussi impliquée dans la 
mobilité et l' apoptose cellulaire (Wang et al. , 2011). L ' activation d 'ERK se produit suite à 
l'inflammation et 1 ou aux lésions. Par exemple, lors d ' une lésion du nerf, le niveau d 'ERK 
phosphorylé augmente séquentiellement dans les neurones, les as.trocytes et les microglies 
(Wang et al., 2011). Dans le cas d' un cancer, la signalisation de la voie ERK est aberrante 
stimulée en particulier par l ' activation en amont du récepteur épidermique de facteur de 
croissance EGFR et les protéines Ras (GTPases), en favorisant la prolifération et la survie 
cellulaire, ainsi que la métastase des cellules cancéreuses (Roberts et Der, 2007). 
Raf et MEK ont été liées à la progression et à la promotion de la croissance du 
cancer (Shields et al., 2000). L'importance de la voie ERK dans l'oncogenèse a été 
suggérée par l'identification initiale . de Raf comme un oncogène rétroviral puissant 
(Schreck et Rapp, 2006). Des études utilisant des approches génétiques et 
pharmacologiques ont montré que MEK et ERK sont nécessaires pour les activités de 
transformation de Ras et d'autres oncogènes. De plus, l'activité mutationnelle de Raf a été 
identifiée dans une variété de cancers humains (Davies et al. , 2002) incluant des 
mélanomes, des carcinomes colorectaux, les carcinomes papillaires thyroïdiens, les 
carcinomes ovariens séreux et les cancers du poumon (Roberts et Der, 2007). La 
signalisation d 'ERK a été impliquée dans la facilitation de l'invasion cellulaire de 
glioblastome déclenchée par la fixation des cellules à la matrice extracellulaire (Park et al. , 
2008). 
Deux isoformes majeures d 'ERK, p44 (ERK1) et p42 (ERK2) ont été identifiés et 
ont suscité l'intérêt de la recherche en raison de leur participation critique dans la 
régulation de la prolifération et de la survie cellulaire (Benson et al., 2006). Une fois 
activé, le dimère ERK se dirige vers le noyau afin de phosphoryler et activer différents 
facteurs transcriptionnels (Peyssonnaux Cet Eychène, 2001), tels que Elk-1, CREB, Fos et 
Gata-1 et d'autres, en se liant au promoteurs de liaison de nombreux gènes, y compris le 
facteur de croissance et des gènes de cytokines qui sont importants dans la promotion de la 
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croissance et de la prévention de l'apoptose de plusieurs types de cellules. Dans certaines 
circonstances, la régulation aberrante de cette voie peut contribuer à la prolifération 
cellulaire anormale qui peut conduire à de nombreuses anomalies, dont la transformation 
autocrine, la résistance aux médicaments, la sénescence ou le vieillissement prématuré 
(Steelman et al. , 2011 ). 
La voie ERK régule l'activité de nombreuses protéines impliquées dans l'apoptose. 
ERK phosphoryle également des facteurs de transcription qui influencent la transcription 
de la famille de gènes Bcl-2 ainsi que d'autres gènes importants impliqués dans la 
régulation de l'apoptose. La majorité des effets de la voie ERK sur l'apoptose sont médiés 
par la phosphorylation d' ERK par des molécules effectrices. apoptotiques clés (par 
exemple, la protéine Bcl-2, Mcl-1, Bad, Bim , CREB, Foxo, Caspase-9 et bien d'autres) 
(Steelman et al. , 2011). En particulier, l'activation et/ou la surexpression des mutations de 
composants en amont de la signalisation de la voie ERK, ainsi que les nombreuses 
observations expérimentales, démontrent la nécessité de cette voie dans la fonction des 
oncogènes (Benson et al., 2006). Les observations génétiques et expérimentales 
fournissent des validations que des inhibiteurs de la cascade d 'ERK procurent des agents 
antinéoplasiques efficaces pour le traitement d'une gamme des cancers humains, incluant 
ceux où les drogues actuelles sont malheureusement inefficaces (Roberts et Der, 2007). 
1.3.1.2 LavoieJNK 
Les protéines JNKs appartenant à une famille de kinases sont impliquées dans la 
réponse au stress cellulaire, l'apoptose et la transformation maligne (Davis, 2000) . Elles 
modulent un large spectre de voies de signalisation intracellulaires qui convergent à 
réguler à la fois l'expression des gènes et l'homéostasie des macromolécules, y compris des 
ARN messagers et des protéines (Bogoyevitch et Kobe, 2006). La protéine activée par le 
stress, JNK, est régulée par une variété de MAPKKKs, dont la MEKK1 /4 et la kinase 
reliée aux signaux d 'apoptose (ASK1), qui est, en outre, régulée par des GTPases et Racl. 
Les protéines kinases JNK sont codées par trois gènes, JNK-1 , JNK-2 et JNK-3. Les gènes 
JNK-1 et JNK-2 sont exprimés de façon ubiquitaire. Le gène JNK-3 a un modèle plus 
limité d'expression et se limite essentiellement au cerveau, au cœur et aux testicules. Ces 
trois gènes de JNK sont susceptibles à l'épissage alternatif, ce qui entraîne plus de 10 
isoformes de JNK (Davis, 2000). 
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La cascade JNK est fortement activée par l'exposition des cellules au stress 
environnemental tel que les UV et des radiations y, le stress oxydatif et les cytokines 
inflammatoires. Le mécanisme d'activation de la voie JNK est engendré par la double 
phosphorylation au sein du motif Thr138-Pro-Tyr-185 (pTPpY) du noyau catalytique. 
Cette phosphorylation est modulée par les kinases MKK4 et MKK7. Ces kinases intègrent 
un large éventail de stimuli dans l'activation de la voie de signalisation JNK (Junttila et al. , 
2007). 
La cascade de signalisation est composée d'un MAPKKK, typiquement MEKK1-
4, qui phosphoryle et active la MKK4-7 qui , à son tom, phosphoryle et active JNK. Une 
autre MAPKKK, l'ASK1 , est aussi activée en réponse à une variété de stimuli reliés au 
stress , y compris le stress oxydatif, qui active à son tour JNK. La sm-expression de 
I' ASK1 , une fois qu ' elle a induit JNK et p38, stimule l'apoptose via des signaux 
impliquant la voie de mort cellulaire mitochondriale (Spencer, 2007). Bien que les JNK 
soient principalement associées à la mort pro-apoptotique des cellules ou à la suppression 
des tumems en réponse à une variété de signaux de stress, inflammatoires ou oncogéniques 
(Liu et Lin, 2005), des nouvelles preuves suggèrent que les JNK, en particulier JNK.-1 , 
jouent un rôle dans la transformation maligne des cellules et dans la tumorigenèse. Dans la 
tumorigenèse induite par les UV, 1 'activation de JNK-1 est essentielle pour la 
transformation et la prolifération cellulaire en réponse au signal de Ras oncogénique 
(Derijard et al., 1994). 
Des recherches antérieures ont rapporté que l' inhibition de JNK.-1 par un siRNA, 
mais pas de JNK.-2, a renversé la croissance de cellules tumorales dérivées du tissu mou 
d'un sarcome pédiatrique. Ceci indique que JNK-1 possède une fonction pro-proliférative, 
tandis que JNK-2 pourrait être plutôt pro-apoptotique (Durbin, Somers et al. , 2009 ; 
Durbin, Hannigan et al. , 2009). Une des preuves les plus convaincantes attribuée au rôle 
de JNK.-1 dans l'initiation du cancer, a été déduite à partir des études effectuées sur des 
tissus humains de carcinomes hépatocellulaires (HCC). Deux études indépendantes ont 
montré que dans plus de 50% des échantillons de HCC, il a été détecté une suractivation 
de JNK.-1 , mais non pas de JNK-2 (Hui et al. , 2008 ; Chang, Zhang et al. , 2009). De plus, 
d 'autres études ont en outre démontré que l'activité plus élevée de JNKl est associée à un 
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mauvais pronostic des patients et à la surexpression de plusieurs marqueurs de cellules 
souches hépatiques (Chang, Chen et al. , 2009). 
1.3.1.3 La voie p38 
La kinase p38 est représentée par quatre isoformes: p38a., p38~, p38y et p38ô. Les 
quatre isoformes p38 appartiennent à la famille des MAPKs activées par le stress (Raman 
et al. , 2007). La sous-famille de p38 joue un rôle important dans la production de 
cytokines et dans la réponse au stress. De plus, les protéines kinases p38 touchent une 
variété de réponses intracellulaires, avec des rôles bien reconnus dans l'inflammation, la 
régulation du cycle cellulaire, la mort cellulaire, le développement, la différenciation et la 
tumorigenèse (Coulthard et al., 2009). La voie de p38 est activée par le stress cellulaire, y 
compris les radiations UV, le choc thennique, le stress osmotique élevé, les 
lipopolysaccharides, les inhibiteurs de la synthèse des protéines, les cytokines pro-
inflammatoires, comme l'IL-l et le TNF -a., et certains mitogènes (Mittelstadt et al. , 2005). 
La kinase p38 peut être phosphorylée par de nombreux stimuli extracellulaires et 
suit la voie classique de signalisation MAPKK-MAPKK-MAPK. À son état inactif, p38 
est non phosphorylé et peut être rapidement activé par une double phosphorylation de la 
MKK sur la thréonine et la tyrosine, au sein du motif thréonine-glycine-tyrosine (Thr-Gly-
Tyr), situé à l'intérieur de la boucle de régulation des sous-domaines d 'activation VII et 
VIII (Raman et al., 2007). La MKK requise pour la phosphorylation de p38 MAPK 
dépend de la stimulation cellulaire reçue et du type cellulaire. Les MKK3 et MKK6 
généralement phosphorylent p38 en quelques minutes après l'exposition aux divers stimuli 
d'activation. La durée de la phosphorylation est contrôlée par des phosphatases comme la 
protéine phosphatase 1, la protéine phosphatase 2A ou les phosphatases MAPK. Ces 
enzymes peuvent être activées par la p38 phosphorylée et propager une boucle de 
régulation négative de la p38 activée. Le croisement des différentes voies de signalisation 
affecte également la cinétique de signalisation de p38, et, par conséquent, affecte son effet 
sur le cible des cellules (Mittelstadt et al. , 2005). 
Dans plusieurs modèles cellulaires, l ' activation de la voie p38 est nécessaire pour 
l'induction de l'apoptose. De plus, l'activation de p38 par le stress provoque l' arrêt du cycle 
cellulaire en phase G2 / Met la régulation de celui-ci ,à travers la modulation des protéines 
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suppresseurs de tumeurs, p53 et p73 (Bulavin et al., 2001 ; Bulavin et al. , 2004). Il a été 
rapporté que l'activation de la voie p38 incite la croissance et la survie des cellules 
cancéreuses. De plus, l'activité de la p38 a été corrélée au caractère invasif de plusieurs 
lignées cellulaires cancéreuses, et son inhibition réduit la prolifération, la survie et 
l'invasion de ces cellules (Johansson et al. , 2000; Junttila et al.; 2007). Les mécanismes 
moléculaires par lesquelles la signalisation de p38 favorise ou inhibe la prolifération et la 
survie cellulaire n 'ont pas encore été élucidés. Il est postulé que cela pourrait être lié à 
l'état de transformation de la cellule ou à la nature des signaux d'activation de p38 (Junttila 
et al. , 2008). 
1.3 .2 La voie PI3K/AKT 
La voie de signalisation PI3K-AKT régule de nombreux processus cellulaires 
normaux, dont la prolifération cellulaire, la survie, la croissance et la motilité, tous des 
processus qui sont essentiels pour la tumorigenèse (Vivanco et Sawyer, 2002). La voie 
PI3K-AKT, en parallèle avec la voie de signalisation Ras 1 MAPK, contribue à la 
régulation de la progression du cycle cellulaire, en particulier lors de la transition entre les 
phases G 1 1 S (Luo et al., 2003 ). Depuis sa découverte initiale comme proto-oncogène, la 
protéine sérine 1 thréonine kinase AKT (aussi appelée protéine kinase B ou PKB) est 
devenue une préoccupation majeure pour les chercheurs en raison de son rôle de régulateur 
crucial dans divers processus cellulaires, dont la progression du cancer. La cascade de 
l' AKT est activée par des récepteurs tyrosine kinases, des intégrines, des récepteurs de 
cellules B et T, des récepteurs de cytokines, des récepteurs couplés aux protéines G et 
d'autres stimuli qui induisent la production de phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphates 
(Ptdlns (3 ,4,5) P3) (Camero et al. , 2008). 
Le phosphoinositide 3-kinase (PI3K) est un élément important de signalisation en 
aval des récepteurs tyrosine kinase (RTKs) (Cantley, 2002). Le PI3K catalyse la 
production du second messager lipidique phosphatidylinositol-3 ,4,5-triphosphate (PIP3) au 
niveau de la membrane cellulaire. Le PIP3 , à son tour, contribue au recrutement et à 
l'activation d'un large éventail de cibles en aval , y compris la PKB. Au niveau de la 
membrane, le PI3K phosphoryle le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP2) à la 
position 3' sur son cycle inositol et converti le PIP2 en PIP3. Par la suite, PIP3 recrute 
d ' autres molécules en aval, en particulier la sérine-thréonine kinase AKT et PDKl- via une 
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liaison à leur domaine (PH). Mentionnons qu ' il existe trois iso formes d' AKT fortement 
reliées l'une à l ' autre (AKTl, AKT2 et AKT3) et qui représentent le bras majeur de la 
signalisation du PI3K (Salmena et al. , 2008). Lorsque la protéine AKT est liée à la 
membrane cellulaire, elle est partiellement activée par la phosphorylation de la thréonine 
308 par la PDKl . Une phosphorylation supplémentaire de la sérine 473 à l'extrémité C-
terminale de AKT résulte en son activation complète (Ozes et al. , 1999; Romashkova et 
Makarov, 1999). AKT régule à son tour une large gamme de protéines cibles qui contrôle 
diverses processus tels que la prolifération cellulaire, la croissance, le métabolisme et 
l' absorption du glucose (Cantley et Nee!, 1999). 
AKT est un médiateur important de la survie des cellules par l' inhibition directe 
de signaux pro-apoptotiques tels que le régulateur pro-apoptotique BAD, Foxo et la 
famille des facteurs de transcription Mye (Salmena et al. , 2008). De plus, AKT régule 
l'activation indirecte du facteur de transcription pro-survie NF-kB et la phosphorylation de 
la kinase IkB (IKK), ce qui conduit à une augmentation de la transcription des gènes anti-
apoptotiques (Ozes et al., 1999; Romashkova et Makarov, 1999). La voie AKT contribue 
également à des processus cellulaires caractéristiques du cancer (Hanahan et Weinberg, 
2000) . Par exemple, le VEGF présente des activités biologiques multiples dans les cellules 
endothéliales, et des effets sur la survie des cellules ont été démontrés d'être médiés par la 
voie Flk1NEGFR2-PI3K-AKT (Shiojima et Walsh, 2002). La migration des cellules 
tumorales est en partie liée à la voie d'AKT (Lefranc et al. , 2005). Il a été montré qu ' AKT 
contribue également à l'invasion tumorale et à la métastase en favorisant la sécrétion de 
métalloprotéinases matricielles (Thant et al. , 2000) et l'induction de la transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT). De plus, il ~ été rapporté qu ' au niveau d ' autres processus 
cellulaires, AKT phosphoryle la télomérase, enzyme responsable de la réplication (Liu, 
1999). Des études récentes suggèrent qu ' un environnem ent pro-inflammatoire active la 
voie AKT dans le cancer du sein, et ceci peut modifier l'association entre le statut de 
phosphorylation d ' AKT et la survie des cellules cancereuses (Prueitt et al. , 2007). 
1.3.3 Mécanismes cellulaires 
1.3.3 .1 L ' apoptose 
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Dans des conditions physiologiques normales, le corps humain maintient 
l'homéostasie en éliminant les cellules non désirées, endommagées, ou vieillies. 
L'homéostasie est effectuée d'une manière programmée génétiquement par un processus 
appelé apoptose, une mort cellulaire programmée. L'apoptose intervient aussi comme un 
mécanisme de défense, tel que dans la régulation de la réponse immunitaire et la 
suppression de cellules du système immunitaire à reconnaître des antigènes du soi (Ekert 
et Vaux, 1997). Les cellules cancéreuses sont capables d'échapper à l'apoptose et de croitre 
d'une manière rapide et incontrôlée (Green, 2000). 
L'apoptose représente seulement une des formes de mort cellulaire. Les cellules 
peuvent être éliminées par un certain nombre de mécanismes alternatifs , dont la nécrose. 
La nécrose est typiquement décrite comme une forme "non spécifique" de la mort 
cellulaire, caractérisée par la rupture de la membrane plasmique d'une réaction 
inflammatoire localisée et par conséquent l' endommagement des cellules et des tissus 
voisins (Kroemer et al., 1998). Au contraire, l'apoptose est associée à la condensation de la 
chromatine, la fragmentation de l'ADN, et à la phagocytose rapide suite à la rupture de la 
membrane plasmique. Cette étape est suivie de 1 ' élimination des débris cellulaires par des 
cellules phagocytaires qui reconnaissent des signaux affichés sur la surface extérieure de la 
cellule apoptotique (Henson et al. , 2001). En d ' autres mots, la mort cellulaire par apoptose 
est la conséquence d'une série d'événements réglementés précisément, et qui sont 
fréquemment modifiés dans les cellules tumorales. Cela suggère la possibilité d'une 
intervention clinique sélective poür provoquer la mort de la cellule tumorale sans 
endommager les cellules normales (Kasibhatla et Tseng, 2003). 
Un ensemble complexe de protéines, y compris les caspases, la famille de 
protéines de cellules lymphocytes B (Bcl)-2 pro-apoptotiques et antiapoptotiques, le 
cytochrome c et le facteur d'activation de la protéase apoptotique (Apaf)-1 , exécute 
l'apoptose, soit par une voie intrinsèque soit par une voie extrinsèque. La voie intrinsèque 
est dépendante des mitochondries alors que la voie extrinsèque est déclenchée par les 
récepteurs de mort (DRS) (figure 8) (Gupta, Kim et al. , 2010). 
La dérégulation des voies apoptotiques engendre un certain nombre des maladies 
humaines telles que le cancer, le SIDA, les maladies dégénératives et auto-immunes et les 
maladies ïnfectieuses (Kuwano et Hara, 2000). L'idée que l'apoptose puisse influer sur le 
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phénotype mal in remonte au début des années 1970 (Lowe et Lin, 2000). Des études 
subséquentes ont révélé une fréquence élevée de l'apoptose dans les tumeqrs en régression 
spontanée et dans les tumeurs traitées avec des agents anticancéreux cytotoxiques (Kett et 
al. , 1994). Ensemble, ces observations ont suggéré que l'apoptose contribue au taux élevé 
de perte de cellules dans les tumeurs malignes et, par ailleurs, pourrait favoriser la 
progression de la tumeur (figure 8). Cependant, l'importance de l'apoptose dans le cancer 
est restée sous-estimée depuis plus de 15 ans (Lowe et Lin, 2000). 
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Figure 8. Les voies extrinsèques et intrinsèques de l'apoptose. La voie extrinsèque, ou 
voie des récepteurs de mort, est activée une fois la fixation de ligands FasL et TNFa sur le 
récepteur, afin de former le complexe DISC. Ce complexe déclenche l'activation des 
procaspases initiatrices 8 et 1 O. La voie intrinsèque ou voie mitochondriale est induite par 
des facteurs de stress spécifiques, par exemple, certaines infections virales, et se poursuit 
avec la libération du cytochrome c (Cyt-c) dans le cytosol. Cette voie active la caspase 9 à 
partir de la procaspase. Les caspases 3 et 9 sont médiées par les IAP. La voie 
mitochondriale est finement régulée par les protéines de la famille de Bcl2. Les deux voies 
se chevauchent au niveau de l ' activation de la procaspase 3 en caspase 3 effectrice, 
responsable de l ' activation d'enzymes qui induisent le clivage nudéotidique. [Adaptée de 
Blondel et al. , 2006] 
1.3.3.2 La caspase 3 
Les caspases sont des protéines faisant partie d ' une famille de cystéines protéases 
de 14 membres. Elles sont synthétisées sous forme de zymogènes inactifs qui doivent se 
soumettre à un clivage protéolytique au niveau des résidus aspartates pour générer 
l'enzyme mature active (Ahmad et al., 1998). Ces événements de clivage suppriment le 
peptide NH2-terminal et séparent les petites et grandes sous-unités de la pro-enzyme pour 
générer une caspase hétérotétramérique mature composée de deux grandes et de deux 
petites sous-unités. La génération des caspases activées forme une cascade d ' évènements, 
dans laquelle les caspases "initiatrices" interagissent avec des molécules adaptatrices 
spécifiques afin de faciliter leur action (Kasibhatla et Tseng, 2003). Chaque voie active sa 
propre caspase initiatrice (caspases 8, 9, 10) qui, à son tour, active la caspase-3 effectrice 
(Elmore, 2007). Ces caspases initiatrices, une fois activées , vont cliver et activer à leur 
tour les caspases effectrices en aval, ce qui initie la phase d'apoptose (Hu et al. , 1998; 
Stennicke et Salvesen, 2000 ; Nicholson, 1999). Ces caspases d'exécution activent les 
endonucléases cytoplasmiques qui dégradent les protéines nucléaires et celles du 
cytosquelette. Le point final des deux voies extrinsèques et intrinsèques se croise à un 
point d'exécution commun, considéré comme la voie finale de l'apoptose (Elmore, 2007). 
La caspase-3 est considérée la plus importante des caspases effectrices et est 
activée par l'une des caspases initiatrices (caspase-8, caspase-9, ou caspase-10). Elle active 
spécifiquement l'endonucléase et dans les cellules apoptotiques, elle clive CISD pour 
libérer CAD (Sakahira et al. , 1998). CAD dégrade ensuite l'ADN chromosomique dans le 
noyau et provoque la condensation de la chromatine. La caspase-3 induit également la 
réorganisation du cytosquelette et la désintégration de la cellule en corps apoptotiques. 
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Une protéine de liaison de l'actine, nommée Gelsolin, a été identifiée comme l'un des 
principaux substrats de la caspase-3 (Kothakota et al. , 1997). 
1.3.3.3 La survivine 
La survivine est une protéine de 16.5 kDa appartenant à la famille des inhibiteurs 
de protéines d'apoptose (IAP). Cette protéine est fortement exprimée dans la plupart des 
cancers et joue un rôle dans la régulation de 1 ' apoptose et du cycle cellulaire. La présence 
de la survivine dans les cancers est associée à la résistance des ·cellules cancéreuses à la 
chimiothérapie et à l'augmentation de récidive de la tumeur, diminuant ainssi le taux de 
survie des patients atteints de cancer. L'augmentation de la résistance des tumeurs à divers 
stimuli apoptotiques est renforcée par la survivine principalement par des mécanismes 
caspase-dépendants, mais elle peut également agir en bloquant l'apoptose de façon 
indépendante aux caspases (Altieri, 2003). Toutefois, des preuves croissantes indiquent 
que la survivine est exprimée aussi dans les cellules normales adultes en particulier dans 
les cellules hématopoïétiques primitives (les lymphocytes T, les neutrophiles 
polynucléaires et les cellu les endothéliales vasculaires) où elle régule leur prolifération et 
leur survie (Fukuda et Pelus, 2006). 
1.3.3.4 La GRP78 
La protéine 78 régulée par le glucose (GRP78, 70 kDa) est un membre de la 
famille des protéines de choc thermique (HSP). Ces protéines, incluant la GRP78, sont des 
chaperons moléculaires qui facilitent le repliement correct, le transport et la dégradation 
des protéines (Quinones et al., 2008). L ' apport d 'un facteur de stress à la cellule renforce 
les contraintes par lesquelles la GRP78 est induite rapidement. La GRP78 est surtout 
connue pour se lier aux « patchs » hydrophobes des polypeptides naissants du réticulum 
endoplasmique et pour son rôle dans la signalisation de la réponse des protéines dépliées . 
Lorsque le mauvais repliement des protéines devient délétère et irréversible, la GRP78 
aide à leur désagrégation (Quinones et al., 2008). De plus, la GRP78 entretient 
l' homéostasie calcique cytosolique et forme des complexes a:vec des molécules pro-
apoptotiques, tel les que les membres de la famille des caspases, réduisant ainsi la mort 
cell ulaire programmée. 
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La GRP78 est un membre particulier de la famille de HSP qui a une corrélation 
étroite avec les tumeurs. Dans certains types de tumeurs , la GRP78 agit comme un 
récepteur ancré à la membrane plasmique, participant à la transduction des signaux 
associés à la survie et à la prolifération des cellules cancéreuses, et à leur métastase. Il a 
été observé une surexpression de la GRP78 dans une variété de tumeurs, incluant les 
tumeurs du système urinaire, digestif, mammaire, respiratoire et cérébral (Zhang et Zhang, 
2010). Mentionnons cependant que l'induction de HSP est un élément intégrateur essentiel 
des réponses physiologiques adaptatives, qui peut être provoquée par des contraintes 
environnementales. Les HSP existent dans pratiquement tous les organismes vivants afin 
de les aider à survivre dans des environnements défavorables (Jolly et Morimoto, 2000). 
1.4 Alimentation vs cancer 
Il y a près de 25 siècles, Hippocrate, le père de la médecine, a proclamé « Que ta 
nourriture soit ton médicament et ton médicament ta nourriture» (Paliyath et al., 2011). 
La corrélation entre l'alimentation et la santé se poursuit encore a1..1jourd'hui et avec encore 
plus de sérosité. Des multiples études épidémiologiques et animales ont montré que la 
consommation d'aliments riches en fruits et en légumes a diminué le risque d'incidence de 
cancer (Gupta et al. , 2010) et que les personnes consommant moins de fruits et légumes 
ont environ deux fois plus de probabilité de développer certains cancers que ceux ayant 
une plus forte consommation de ces aliments (Beliveau et Gingras, 2005). En effet, le 
Fonds Mondiale de Recherche contre le cancer a suggéré qu ' une nutrition adéquate 
pouvait empêcher environ 35% des décès causés par le cancer, et que certains cancers 
pourraient être évités, jusqu'à 90%, par une amélioration alimentaire (Gupta et al., 201 0). 
Les plantes médicinales et les composés phytochimiques sont des sources 
potentielles pour le développement de nouveaux médicaments anti-inflammatoires, anti-
angiogéniques et anticancéreux. De nombreuses études ont rapporté l'utilisation de 
flavonoïdes comme inhibiteur naturel efficace sur l'initiation et la progression du cancer 
(Weng et Yen, 2012). Les agents alimentaires contenus dans les fruits , légumes et épices 
ont été largement étudiés pour leurs effets bénéfiques potentiels dans la prévention de 
diverses maladies humaines. Les polyphénols sont les phytochimiques les plus abondants 
des agents alimentaires végétaux, possédant divers avantages bénéfiques pour la santé, 
dont des effets neuroprotecteurs , cardioprotecteurs et chimiopréventifs (Jiang et al. , 201 0). 
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Un tiers de l'appo11 total en polyphénols est représenté par les a:cides phénoliques, et les 
deux tiers restants sont des flavonoïdes. Les flavonoïdes sont des substances 
polyphénoliques largement présentes dans presque toutes les plantes alimentaires. Leurs 
rôle est important dans la défense des cellules des plantes envers les microorganismes, les 
insectes, et les radiations UV (Harborne et Williams, 2000). Les flavonoïdespossèdent des 
propriétés antivirales , antimicrobiennes, anti-inflammatoires, antiallergènes, 
antithrombotiques, antimutagènes, antinéoplasiques et de plus, elles ont aussi des effets 
cytoprotecteurs sur différents types de cellules. Des études épidémiologiques ont suggéré 
que la consommation de flavonoïdes peut être associée à une diminution du risque de 
plusieurs types de cancer (Birt et al., 2001). 
Les flavonoïdes constituent le groupe le plus commun de polyphénols végétaux et 
fournissent une grande partie de la saveur et de la couleur des fruits et des légumes. Plus 
de 5,000 flavonoïdes différents ont été décrits. Les six principales sous-classes de 
flavonoïdes comprennent les flavones ( apigénine, lutéoline ), les flavonols ( quercétine, 
myricétine), flavanones (naringénine, hespéridine), les catéchines ou flavanols 
(épicatéchine, gallocatéchine), anthocyanidines (cyanidine, pélargonidine), et les 
isoflavones (génistéine, daidzéine). La plupart des flavonoïdes présents dans les plantes 
sont attachés à des sucres (glucosides), mais peuvent se trouver sous forme d 'aglycones. 
L'intérêt enver les bénéfices des flavonoïdes sur la santé a augmenté en raison de leur 
puissante propriété antioxydante et de leur capacité à capter les radicaux libres observés in 
vitro (Ross et Kasum, 2002). 
Dans les réponses inflammatoires telles que celles qui sont impliquées dans la 
pathogenèse de l'athérosclérose, du cancer, de 1 ' arthrite rhumatoïde, de la néphropathie, et 
du diabète, les neutrophiles produisent des radicaux et libèrent des enzymes lysosomiale 
telles que la ~-glucuronidase. Grace à la propriété de la ~-glucuronidase de pouvoir 
hydrolyser le glycuronide conjugué de flavonoïdes en libérant de l' aglycone, les 
flavonoïdes sous forme libre deviennent plus antioxydants. Ils entrent dans les cellules et 
exercent des effets biologiques directement sur les sites de l'inflammation. Les flavonoïdes 
peuvent donc jouer un rôle dans la prévention des maladies mentionnées ci-dessus (Shimoi 
et al., 2001). 
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Il existe des évidences considérables que les régimes occidentaux riches en 
féculents raffinés, en sucre, en acides gras saturés, en gras-trans, et pauvres en fruits , 
légumes, fibres , acides gras oméga-3 et en grains entiers, favorisent l'inflammation 
(Giugliano et al., 2006). Les cellules inflammatoires et immunitaires de personnes 
consommant un régime occidental typique contiennent une forte proportion de différents 
types d 'acides gras omega-6/omega-3 pol y insaturés pro-inflammatoires, de l'acide 
arachidonique et de l'acide docosahexaénoïque (DHA) (Calder, 2002). Étant donné que 
l'acide arachidonique est le précurseur des prostaglandines qui sont des médiateurs 
hautement actifs de l'inflammation, un rapport diététique à haute tenem en acides gras 
omega-6/omega-3 se traduit donc par la génération d'un état pro-inflammatoire qui peut 
soutenir la progression de plusieurs pathologies, y compris le cancer (Larsson et al., 2004). 
Un aspect clé des effets chimiopréventifs de régimes alimentaires contenant des quantités 
plus élevées d'aliments d'origine végétale et moins de viande et de féculents raffinés 
pourrait donc être la réduction de l'inflammation. Ceci met en évidence les interactions 
étroites qui existent entre l'alimentation et le microenvironnement tumoral (Gingras et 
Béliveau, 2011). 
De nombreuses études indiquent qu'une réduction substantielle du nombre de cas 
de cancers pourrait être atteinte grâce à des modifications · apportées aux facteurs 
alimentaires et au mode de vie occidental. Le potentiel de prévention apporté par ces 
modestes changements est énorme. Il a été estimé que jusqu'à 70% des cas de cancers du 
côlon dans la population des États-Unis pourraient être évités avec ces changements (Platz 
et al. , 2000). Attendu que plusieurs facteurs de style de vie et diététiques sont reconnus 
pour augmenter le risque de plusieurs types de cancers, et le développement d'autres 
maladies chroniques, des changements à ces facteurs conduiraient à des avantages 
significatifs sur l'état de santé global de la population (Gingras et Béliveau, 2011). 
1.4 .1 La lutéoline 
Les investigations sur les flavonoïdes accordent encore peu d'importance à la 
lutéoline. La lutéoline, ou 3',4 ', 5,7-tétrahydroxyflavone, est trouvée habituellement sous 
sa forme glycosylée dans une variété d'aliments à base de plantes comme le céleri, le 
persil, le brocoli , les feuilles d'oignon, les carottes, les poivrons, le choux, les pelures de 
pomme, les fleurs de chrysanthème, l' huile d'olives et encore plus (Lin et al., 2008). Les 
33 
concentrations de lutéoline dans les aliments sont généralement faibles par rapport à 
certains autres flavonols comme la quercétine ou le kaempférol. Les exemples de plantes 
contenant des quantités plus importantes de lutéoline sont les Reseda luteola L., les résédas 
et aussi les coques d'arachide (Seelinger et al., 2008). La lutéoline a également été isolée à 
partir de deux plantes d'Asie traditionnellement utilisées en tant que médicaments 
anticancéreux, Epimedium koreaonum et Terminalia arjuna, et il' a été trouvé à inhiber la 
prolifération des cellules MCF-7 (cancer du sein) et HepG2 (cancer du foie) d'une manière 
dose dépendante (Pettit et al. , 1996). 
Appartenant au groupe flavone des flavonoïdes , la lutéoline a une structure en C6-
C3 -C6 qui possède deux anneaux de benzène (A, B), un anneau (C) incluant un atome 
d'oxygène, et une double liaison sur les carbones 2-3 (figure 9). La lutéoline possède aussi 
des groupes hydroxyles aux atomes de carbone en positions 5, 7, 3' et 4'. Les groupements 
hydroxyles et la double liaison en C2-3, sont des caractéristiques importantes dans la 
structure de la lutéoline, qui sont associés à ses activités biochimiques et biologiques. La 
lutéoline est stable à la chaleur, et les pertes dues à la cuisson sont relativement faibles 
(Lin et al. , 2008). 
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Figure 9. La structure moléculaire de la lutéoline. [Adaptée de Lin et al., 2008] 
Les plantes riches en lutéoline ont été utilisées dans la médecine traditionnelle 
chinoise pour aider à diminuer l'hypertension, les maladies inflammatoires et le cancer. 
Comme les autres flavonoïdes d'origine végétale, la lutéoline a une variété d'activités 
biologiques, y compris les propriétés bien connues anti-mutagènes et anti-tumorigènes 
(Ross et Kasum, 2002). Il a été démontré dans des conditions de laboratoire que ce 
34 
composé peut avoir des propriétés anti-inflammatoires, anti-oxydantes et anti-cancéreuses. 
Une nouvelle recherche publiée dans le revue de BioMed Central BMC Gastroenterology a 
montré que la lutéoline est capable d'inhiber l'activité des voies de signalisation cellulaire 
IGF et PI3K, connues être importantes pour la croissance de cellules cancéreuses du côlon. 
D'autres recherches ont montré les effets inhibiteW's de la lutéoline sur l'expression des 
cytokines pro-inflammatoires dans la microglie. De plus, ce flavonoïde affecte plusieurs 
voies de signalisation conduisant à un phénotype anti-inflammatoire, anti-oxydant, et à des 
caractéristiques neuroprotectrices. La lutéoline présente également des activités anti-
inflammatoires par 1 ' inhibition du NF-kB dans des cellules immunitaires. Les résultats des 
recherches publiées suggèrent que la lutéoline pourrait être un candidat prometteur dans le 
développement de traitements immuno-modulateurs et neuroprotecteW's pour des maladies 
neurodégénératives (Dirscherl et al. , 201 0). 
27 flavonoïdes provenant d'espèces d'agrumes ont été testés pour leur activité anti-
proliférative sur plusieurs cancers et lignées cellulaires humaines normales en utilisant un 
essai avec le bleu Alamar (un indicateur d'oxydo-réduction). Parmi ces molécules, la 
lutéoline a montré la plus forte inhibition avec un ICSO de 3,1 !lM pour les cellules A549 
de cancer de poumon humain, 2,3 !J.M pour les cellules murines de mélanomes B16, 2,0 
!J.M pour les cellules-T de leucémie humaines CCRF-HSB-2 et 1,3 !lM pout les cellules de 
cancer gastrique humain TGBC11TKB (Kawaii et al.,1999). La lutéoline présente 
également une cytotoxicité sur une variété de cellules cancéreuses en suppriment de voies 
de survie cellulaire et en stimulant les voies de l'apoptose. Notamment, la lutéoline est 
perméable à la barrière hémato-encéphalique, la rendant applicable au traitement des 
maladies du système nerveux central, y compris le cancer du cerveau (Wruck et al. , 2007). 
CHAPITRE II 
PROJET DE RECHERCHE 
2.1 Problématique 
Le glioblastome multiforme est une tumeur du cerveau très maligne avec des options 
thérapeutiques limitées, une forte récurrence et un taux de mortalité très élevé. Un lien 
étroit est désormais reconnu entre Je développement tumoral et 1 ' inflammation chronique. 
Cette association est due au fait que les tissus in:flammés procurent un environnement idéal 
pour la prolifération des cellules cancéreuses en leur fournissant plusieurs outils favorisant 
leur croissance au sein de ces tissus . L ' IL- l , une cytokine pro-inflammatoire sécrétée par 
les monocytes, les macrophages et les tumeurs, joue un rôle majeur dans 1 'orchestration de 
l ' inflammation. De nombreuses études ont démontré qu'une alimentation riche en fruits et 
légumes, et donc élevée en flavonoïdes , est inversement associé au développement d'un 
cancer. Cet effet chimiopréventif est lié à la haute teneur de ces aliments en composés 
phytochimiques, tels que les polyphénols, qui possèdent des propriétés anticancéreuses et 
anti-inflammatoires. La Jutéoline est un flavonoïde commun qui existe dans de nombreux 
types de plantes. Les plantes riches en lutéoline ont d'ailleurs été utilisées dans la 
médecine traditionnelle chjnoise pour le traitement de diverses maladies teJies que 
l'hypertension, les troubles inflammatoires, et le cancer. La propriété anti-cancéreuse de la 
Jutéoline est associée à l'induction de l'apoptose et l'inhibition de la prolifération cellulaire, 
l'angiogenèse et la métastase. Il a déjà été rapporté Je potentiel anti-inflammatoire de la 
lutéoline ainsi que sa capacité à inhiber la biosynthèse des eicosanoïdes, comme les 
prostaglandines qui sont des produits finaux de la COX-2 et des voies de la lipoxygénase. 
Ayant des effets biologiques multiples tels que anti -inflammatoires, anti-allergènes et anti-
cancéreux, les fonctions de la Jutéoline incitent les chercheurs à en connaître plus. 
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2.2 Hypothèses de travail 
La lutéoline, un flavonoïde retrouvé dans le poivron, le céleri , le thym et 1 ' huile 
d ' olive, possède des effets anti-inflammatoires et anti-cancéreux qui lui permettraient de 
moduler 1 ' expression de certaines voies de signalisation et médiateurs pro-inflammatoires 
dans les cellules cancéreuses. Ainsi, nous émettons 1 'hypothèse suivante: les activités 
pharmacologiques de la lutéoline lui octroieraient un certain potentiel dans la prévention 
ou dans le traitement du cancer du cerveau en inhibant 1 ' expression de médiateurs pro-
inflammatoires et modulerait les voies inflammatoires NF-kB/IkB et MAPKs induites par 
1 'IL-l dans des cellules tumorales U87 issues de glioblastomes. 
2.3 Objectifs de recherche 
Afin d'atteindre nos objectifs, nous tenterons tout d 'abord d'évaluer les effets de 
la lutéoline sur l' expression protéique et génique du médiateur pro-inflammatoire COX-2, 
induit par l'IL-l dans les cellules tumorales U87 issues de glioblastomes. Des études ont 
démontré des quantités accrues de COX-2 dans les tissus précancéreux et cancéreux. De 
plus, COX-2 est liée à la promotion de la tumorigénèse et à l'inhibition de l'apoptose, de 
l'angiogenèse et du processus métastatique. Une des voies de signalisation impliquée dans 
l'activation de la COX-2 est la voie NF-kB. Ainsi, un deuxième objectif serait de 
déterminer 1 ' effet de la lutéoléine sur la voie NF-kB/IkB impliquée dans la régulation 
transcriptionnelle de facteurs favorisant le microenvironnement inflammatoire tumoral , 
incluant la COX-2. 
Les principales voies reliées à l' inflammation sont les voies de MAPKs: ERK, 
JNK et p38 . Ces voies jouent un rôle dans la survie, la prolifération, l'invasion, 
l'angiogenèse et la métastase des cellules cancéreuses et sont activées par 1 ' IL-l. Donc, le 
dernier objectif explorera les effets de la lutéoline sur les protéines impliquées dans les 
diverses voies de signalisation cellulaires (ERK, AKT, JNK, P38) dans le cancer. Nous 
avons enfin par la suite évalué l'effet anti-apoptotique de la lutéoline sur les cellules 
tumorales U87. 
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3 .1 Abstract 
Background: Glioblastoma patients still have a very poor prognosis and this requires 
complementary cancer therapy approaches t~ be developed. Given that an important 
inflammatory microenvironment has been associated with solid tumors , development of 
anti-inflammatory targeting strategies may be envisioned to prevent glioblastoma initiation 
or progression. Consumption of foods from plant origin is associated with reduced risk of 
developing cancers, a chemopreventive effect that is , in part, . attributed to their high 
content in phytochemicals with potent anti-inflammatory properties. We explored whether 
luteolin, a common flavonoid in many types of plants, may exert any anti-interleukin (IL)-
1~ on the induction of the inflammation biomarker cyclooxygenase (COX)-2. 
Results: We found that IL-l~ effectively triggered COX-2 in U-87 glioblastoma cells, but 
that luteolin further synergized that induction in a biphasic manner. Such effect of luteolin 
was not observed when COX-2 expression was induced by the phorbol ester PMA, 
suggesting that sorne downstream receptor-mediated signaling was involved. Luteolin 
pretreatment of cells dose-dependent! y inhibited IL-l~ phosphorylation of inhibitor of KB, 
nuclear transcription factor-KB (NF-KB) p65, extracellular signal-regulated kinase-1/2, and 
c-Jun amino-terminal kinase. Luteolin was also able to inhibit AKT phosphorylation and 
survivin expression while it triggered both caspase-3 cleavage and glucose-regulated 
protein 78 expression. These effects were potentiated in the presence ofiL-1 ~· Moreover, 
luteolin was able to reduce IL-l receptor gene expression, white treatment with the IL-l 
receptor agonist or gene silencing of the IL- l receptor only partially inhibited IL-
l ~/luteolin-induced COX-2 expression. 
Conclusion: These results suggest that increased nuclear translocation of NF-KB p65 is a 
novel mechanism of action for luteolin, which may contribute to the chemopreventive 
properties of this diet-derived molecule. 
Keywords: COX-2; Inflammation; Interleukin-1 ; Luteolin; NF-KB; Glioblastoma cells 
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3.2 Background 
Glioblastoma multiforme is a highly malignant primary brain tumor and represents the 
most common glioma, which is associated with a po or survival rate (J uratli et al., 20 13). 
This glioma is known for its invasiveness and high resistance to standard treatments of 
chemotherapy and radiotherapy (Eramo et al., 2006; Chang et al. , 2007). The tumor 
microenvironment regulates glioblastoma development and progression and, among the 
pool of inflammatory cytokines, elevated levels of interleukin (IL)-1~ contribute to 
glioblastoma cells proliferation and invasion (Solinas et al. , 2007; Taniura et al. , 2008). 
Th us, blocking the pro-inflammatory activity of IL-l~ could be impo1iant in controlling 
the invasiveness of glioblastoma cells. 
Cyclooxygenases (COXs) catalyze the synthesis of prostaglandins from arachidonic 
acid and have three isoforms including the constitutive isof01m COX-1 , the inducible 
isoform COX-2 and a splice variant COX-3 (Sobolewski et al., 2010). COX-2, which is 
regulated by various growth factors and different cytokines such as IL- l~ (Williams et al. , 
· 1999), COX-2 is a crucial target for the control of tumors associated with chronic 
inflammation (Ricciotti and FitzGerald, 2011). Increased COX-2 was detected in a variety 
of human malignant tumors including glioblastomas, in which its expression correlated 
with the histopathological grade of gliomas 0 (Joki et al., 2000). Indeed, high levels of 
COX-2 have been correlated with higher proliferation rates and shorter survival times than 
low COX-2 levels (Prayson et al., 2002). There is therefore clear evidence of the positive 
effects of COX-2 inhibitors, including nonsteroidal anti-inflammatory drugs, against a 
variety oftumors (Chun and Surh, 2004). 
The nuclear transcription factor-KB (NF-KB) is one of the major transcription factors 
associated with cancer development (Naugler and Karin, 2008). In response to different 
stimuli, mainly cytokines, glioblastoma cells exhibit elevated levels of NF-KB activity, 
which contributes significantly to tumor progression (Nogueira et al., 2011). Moreover, it 
was reported that NF-KB activation is a crucial step in the induction of COX-2 in the brain 
in response to IL-l~ ( Nadjar et al. , 2003). Binding ofiL-1~ toits type 1 receptor (IL-1R1) 
activates a cascade of phosphorylation that results in NF-KB activation (Nadjar et al. , 
2005). NF-KB is a protein complex consisting of a 65-kDa DNA binding subunit (Rel A) 
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and an associated 50-kDa protein (NF-KBl), maintained in the cytoplasm in an inactive 
state by a protein complexe called inhibitor of KB (IKB) (Perkins, 2012). Once 
phosphorylated by the IKB kinases (IKKs), IKB then allows p65 and p50 subunits to 
translocate to the nucleus and to bind to the KB recognition sites in the promoter regions of 
various NF-KB-regulated genes such as COX-2 (Zhu et al., 2011): Deregulation of the NF-
KB signaling pathway contributes to enhanced glioblastoma cel! survival, proliferation, 
cell cycle progression and chemoresistance, and therefore represents an attractive 
therapeutic target (Wang et al. , 1999; Nagai et al. , 2002; Ansari et al., 2001). 
Numerous studies have linked abundant consumption of foods from plant origin with 
decreased risk of developing various cancers (Wiseman, 2008), a chemopreventive effect 
that is related to the high content of severa! phytochemicals with potent anticancer and 
anti-inflammatory properties (Surh, 2003). Among these, luteolin (3 ' ,4' ,5, 7-
tetrahydroxyflavone), a flavonoid found at high levels in common fruits, vegetables and 
herbs such as green peppers, parsley, celery, thyme, broccoli , cabbages, and chamomile tea 
(Lin et al., 2008; Amin et al. , 2009), possesses a variety of neuroprotective effects (Dajas 
et al. , 20 13), an ti cancer (Lin et al., 2008) and anti-inflammatory (Seelinger et al., 2008) 
properties. In this respect, luteolin was demonstrated to antagonize phorbol 12-myristate 
13-acetate (PMA)-induced COX-2 in human brain endothelial cells (Tahanian et al. , 
2011), and to inhibit tumor necrosis factor (TNF)-a.-induced COX-2 expression by down-
regulating the transactivation of NF-KB and activator protein-1 (AP-l) in JB6 mouse 
epidermis cells (Kim et al. , 2011). However, the effect ofluteolin on the pro-inflammatory 
cytokine IL-l ~-mediated induction of COX-2 has never been investigated. Here, we report 
for the first ti me anti- IL-l~ effects of luteolin on the NF-kB-mediated transcriptional 
regulation of COX-2 expression in U-87 glioblastoma cells. 
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3.3 Results 
Biphasic effects of luteolin on IL-1~ -induced COX-2 gene and protein expression in 
human glioblastoma cells 
Since modulations in COX-2 expression control brain tumor development within 
chronic inflammation (Ricciotti and FitzGerald, 2011 ; Joki et al., 2000), we first examined 
the effect of luteolin on IL-1~ -induced COX-2 expression. U-87 MG cells were serum-
starved in the presence of 50 ng/mL IL- l~ and various concentrations of luteolin for 24 h. 
Under these conditions, IL-l~ alone caused a marked increase in COX-2 protein 
expression in U-87 MG (Figure lA). This induction was potentiated by luteolin treatment 
at concentrations ranging between 1 - 15 11M and decreased at higher concentrations (20 -
50 11M) (Figure 1 A). The results show that the peak of synergistic IL-l ~/luteolin 
stimulation of COX-2 expression was reached at 15 11M, but was completely inhibited at 
25 11M (Figure lB). The biphasic effect of luteolin on IL-1~-induced COX-2 protein 
expression was also observed at the transcriptionallevel (Figure 1 C). Su ch biphasic effect 
of luteolin was not observed when COX-2 expression was induced with the tumor-
promoting agent PMA, where a concentration-dependent inhibition of COX-2 protein 
expression was observed (Figure 1 D). Thus, this result suggests that downstream IL-l~ 
receptor-mediated signaling was involved. 
Luteolin inhibits IL-1 ~-induced downstream signaling events·in human glioblastoma 
ce lis 
We next evaluated the effect of luteolin treatment on IL-l ~-induced activation of NF-
KB and MAPKs signaling pathways known to up-regulate COX-2 expression (Nadjar et 
al., 2003 ; Liu et al., 2003) . U-87 MG cells were pre-treated for 24 h with different 
concentrations ofluteolin in serum-free medium, and th en stimulated with 50 ng/mL IL-l~ 
for 5 min. Protein expression and phosphorylation status of downstream signaling 
intermediates targeted by luteolin were assessed by immunoblotting using specifie 
antibodies . Pre-treatment with luteolin resulted in a concentration-dependent inhibition of 
IL-1~-induced phosphorylation of IKB, NF-KB p65 , extracellular signal-regulated kinase 1 
and 2 (ERK) and c-Jun amino-terminal kinase (JNK) with a half-maximal inhibition (IC50) 
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of21.2 !J.M, 27.7 !J.M, 11.1 !J.M and 0.7 !J.M, respectively (Figure 2A-D).lnterestingly, the 
IC50 values obtained for the inhibition of MAPK signaling pathways by luteolin were low 
comparatively to those obtained for NF-KB, suggesting that MAPK cascade may be 
predominant! y involved in the synergistic IL- l ~/luteolin effects on COX-2 expression, 
while NF-KB signaling may possibly be involved in the inhibition of IL- l ~-induced COX-
2 at higher luteolin concentrations. 
Effect of luteolin on hum an glioblastoma cells viability 
ln order to test whether the anti-IL-1~ inhibitory effects of luteolin observed at higher 
concentrations (>20 !J.M) was due to cytotoxicity, we next assessed the effect of this 
compound on IL- 1~-induced death/survival signaling pathways. U-87 MG cells were 
treated with various concentrations of luteolin in serum-free medium for 24 h, and then 
stimulated with 50 ng/mL IL-l~ for 5 min. Luteolin caused a concentration-dependent 
inhibition of the phosphorylation of AKT ranged from 1 - 25 !J.M, while its 
unphosphorylated form was not altered by treatment (Figure 3A). These effects were 
observed in the basal conditions and were significantly potentiated in the presence of IL-
l~ with respective IC50 values of 1.8 !J.M and 0.6 !J.M. To assess whether luteolin mediates 
and/or inhibits glucose-regulated protein 78 (GRP78), survivin and caspase-3 protein 
levels, U-87 MG cells were serum-starved in the presence of 50 ng/mL IL-l~ and various 
concentrations of luteolin for 24 h. Under these conditions, luteolin was also able to inhibit 
survivin expression while it triggered both caspase-3 cleavage and GRP78 expression. 
A gain, these effects were potentiated in the presence of IL-l~ ' indicating that ali of these 
responses are possibly triggered through IL-lRl -mediated signaling. ln order to strengthen 
these results, we measured the enzymatic activation of caspase-3 in these same condition 
treatments. Luteolin was found to induce caspase-3 activity in a concentration-dependent 
manner indicating that apoptosis signaling was involved (Figure 3B). In contrast, the 
release of LDH in the culture media of U-87 MG cells indicated that luteolin did not 
induce ce li dea th in the presence of IL-l~ compared to control cells after 24 h of 
treatment. Furthermore, statistical analysis confirmed that the two curves at lower 
concentrations have similar effects on the induction of caspase-3 activity; however, 
starting at 15 !J.M luteolin, the IL-l~ be gan to behave differently from IL-l ~-untreated 
cells suggesting that, at this concentration, IL- l~ potentiated the action of luteolin. 
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IL-l receptor-mediated events are required in the inhibition of IL-1~-induced COX-
2 expression 
To etucidate the mecharusm undertying the synergistic luteolin/IL-1 ~-induction of 
COX-2, we next explored whether any IL-1Rl-mediated events were involved. IL-lRl 
btockade was performed with the use ofanother member ofthe IL-l family , the antagonist 
IL-l Ra. U-87 MG cells were serum-starved in the presence of 50 ng/mL IL-l~ containing 
(or tacking) 15 f.tM of tuteotin or 500 ng/mL IL-l Ra for 24 h. While no effect was exerted 
by IL-l Ra itsetf on COX-2 under these conditions, it significantly reduced luteolin/IL-1 ~­
induction of COX-2 protein expression (Figure 4A, upper pane[) and completely 
prevented COX-2 gene expression (Figure 4A, lower panel). Requirement of IL-l RI was 
confirmed through gene silencing strategies showing that neither IL-l~ al one nor 
combined luteolin/IL-1~ were able to trigger COX-2 (Figure 4B). Interestingly, white 
effective sitencing of the IL-l Rl also significantly reduced COX-2 gene expression in 
luteolin/IL-1 ~-treated cells (Figure 4C, lower panel), we observed that luteolin itself was 
able to reduce IL-lRl gene expression (Figure 4C). This suggests that part of the 
synergistic luteotin/IL-1~-mediated effects require IL-lRl as weil as IL-lRl-mediated 
downstream signating in the regulation ofCOX-2 transcription. 
NF-lCB p65, but not of NF-KB p50, abrogates IL-1~-mediated induction of COX-2 
expression 
Among the nuclear factors that regulate COX-2 transcription, we tested which of the 
NF-KB p50 or NF-KB p65 transcription factors was involved in the synergistic luteolin/IL-
1~-induction of COX-2. Gene silencing was performed in U-87 MG cells and specificity 
of knockdown validated (Figure SA). White ILl-~ or tuteotin/IL-1~ triggered COX-2 
expression in control (siScrambled) conditions, COX-2 was completely abrogated only in 
those cells in which NF-KB p65 gene expression was specifically downregulated (Figure 
SB). Such involvement of NF-KB p65 was further confirmed at the transcriptional leve! of 
COX-2, where its absence completely prevented the synergistic action ofluteolin/IL-1~ on 
COX-2 (Figure SC). 
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Luteolin potentiates IL-1~-mediated NF-KB p65 translocation to the nucleus 
In order to fwther investigate the role of NF-KB p65 and its possible contribution in 
the transcriptional control of COX-2 in the nucleus, we pre-treated U-87 MG cells with or 
without 15 f.A.M luteolin, stimulated the cells with IL-l~ for up to 15 min, and monitored 
the expression ofNF-KB p65 and of !amin A/C protein expression in the respective nuclear 
fractions (Figure 6A, left panel). White the expression of !amin A/C remained unaffected, 
that ofNF-KB p65 increased in IL-1~-treated cells, but this effect was potentiated at 10-15 
minutes when the cells were prior pre-incubated with luteolin (Figure 6A, right panel). 
Confocal microscopy images of immunofluorescence staining of NF-KB (Figure 6B) 
further confinned the significantly increased nuclear localisation of NF-KB in luteolin/IL-
1 ~-treated cells (Figure 6C). Altogether, this is the first molecular evidence, which 
explains how increased COX-2 expression is triggered by low concentrations of luteolin 
and in luteolin/IL-1 ~-treated cells. 
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3.4 Discussion 
Among the various phytochemicals identified in fruits, vegetables, spices and grains, 
our current study sheds light further on the anti -inflammatory and potential 
chemopreventive properties of luteolin (Lin et al. , 2008). The molecular basis underlying 
the anti-inflammatory specificity of action of luteolin is currently supported by the fact 
that luteolin itself has no capacity to trigger inflammation within normal physiological 
settings. Our study, therefore, sheds light for the first time that, within pathological 
inflammatory settings such as those mimicked by the action of PMA or IL-l [3, luteolin 
concentrations higher than 15 f.tM exerted significant inhibition ofiL-1[3-induced COX-2 
expression in U-87 glioblastoma cells. This observation is in good agreement and within 
the physiologically relevant plasma leve! of 10-20 f.tM (Kanazawa et al., 2006; Lee-Hilz et 
al. , 2008) and of 14 f.tM after oral gavage with 50 f.tmollkg of luteolin administration in 
rats (Shimoi et al., 1998). 
Chemopreventive assessment of luteolin has also established this class of diet-derived 
molecule as a potent signal transduction inhibitor (Lin et al. , 2010), and this is supported 
by our current data, which demonstrate that luteolin inhibited IL-l f3-induced 
phosphorylation of JNK, ERK, IKB, and NF-KB. Interestingly, IC50 values of luteolin 
inhibition against IL- l f3 signaling ranged from 0.7 - 11.1 f.tM for the inhibition of ERK 
and JNK pathways, while IC5o values ranged from 21.2 - 27 .7 f.tM for IKB and NF-KB 
signaling. Our study is the first to document below plasma leve! inhibitory functions of 
luteolin and differentiai effect on MAPK vs NF-KB signaling pathways triggered by IL-1[3. 
Intriguingly, among the new findings of our study, we also observed biphasic effect of 
luteolin on IL-l f3-induced COX-2 expression whereas this effect was not observed in the 
inhibition of pAKT, survivin, or caspase-3 cleavage. As such, low (<20 f.tM) luteolin 
concentrations clearly potentiated IL-l [3-induction of COX-2 expression, whi le at higher 
(> 15 f.tM) luteolin exerted anti-IL-1 f3 effects. The latter molecular effects may be 
explained in our study, in part, through the downregulation of IL- lRl, while those of the 
synergistic IL- l f3 /luteolin effects at low luteolin concentrations could be consequent to a 
rapid (less than 10 minutes) increase in NF-KB translocation processes from the cytosol to 
the nucleus which leads to elevated COX-2 mRNA levels. Interestingly, synergistic 
induction of GRP78, which plays an essential role in the progression and therapeutic 
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resistance of many cancers (Li and Lee, 2006), was found to be a cellular response to 
stress and was monitored at luteolin concentrations between 10-20 f-LM. Such increase in 
GRP78 appeared to correlate with lowered survivin expression. Such events suggest that 
low luteolin concentrations are efficient to trigger endoplasmic reticulum (ER) stress in 
inflammatory settings. In accordance, enhanced ER stress was recently shown to restore 
GRP78 trafficking to the cell surface, thereby sensitizing cancer cells to apoptosis 
(Burikhanov et al., 20 13). In line with this, our data also show that IL- l~ al one was 
inefficient to cleave and induce caspase-3, while cleavage and activation of caspase-3 were 
significantly potentiated in the presence of luteolin in a concentration-dependent manner 
(15- 50 f,LM) . The fact that luteolin inhibited AKT phosphorylation in both basal and IL-
l~ treatment is consistent with a previous report indicating that the inhibition of 
constitutive AKT activation induced apoptosis in various human pancreatic carcinoma cell 
!ines (Bondar et al., 2002). 
The synergistic and biphasic inductions of COX-2 and GRP78 observed in our study 
seem to be performed through a possible common IL-l ~/luteolin responsive mechanism. 
In fact, such behavior is not unique to luteolin, since Young et al. (Young et al. , 2007) also 
reported a biphasic effect for the polyacetylene falcarinol , isolated from carrots, which 
induced proliferative and apoptotic characteristics in human colon carcinoma cell line at 
low ( <20 1-1-M) and high (> 10 f,LM) concentrations, respectively. Th us, phytochemicals such 
as luteolin, also function as either an anti-oxidant or as a pro-oxidant molécule (Lin et al., 
2008). Oxjdative stress has been involved in various neurological disorders and, in the 
central nervous system (CNS) (Nazari et al., 2013). It can therefore be envisioned that the 
chemopreventive properties of luteolin, specifically witrun inflammatory and oxydative 
stress settings such as those triggered by IL-l~ (this study, (Malaplate-Armand et al. , 
2000)), take place at low concentrations due its ability to induce a state of oxidative stress 
as reflected by subsequent induction in COX-2 and GRP78 expressions . Such mechanisms 
were previously documented where chemopreventive agents induced COX-2 in human 
colon and pancreatic cancer cell !ines (Sun et al. , 2009). Induction of oxidative stress by 
chemopreventive agents in cancer cells was suggested to lead to COX-2 overexpression 
and to COX-2-independent cell death (Sun et al., 2009). Understanding whether and how 
luteolin's intracellular redox state regulation activity is involved in its cellular effects will 
be key to evaluating its overall potential as an anticancer agent. Because oxidative stresses 
are closely related to mutagenesis and carcinogenesis, luteolin, as an antioxidant, may act 
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as a chemopreventive agent to protect cells from various forms of oxidant stresses, and 
also as an anti-inflammatory agent to prevent cancer development. 
Very recently , increased plasma levels of surrogate markers . of IL-l ~-mediated CNS 
inflammation were found to correlate with fatigue, sleep disturbance, and cognitive 
difficulties in cancer patients exposed to cytotoxic chemotherapeutic agents (Wood and 
Weymann, 2013). Interestingly, preclinical work suggests IL-1~-mediated CNS 
inflammation may cause these cancer treatment-related symptoms by altering 
hypothalamic and hippocampal functions , which implies that pharmacologie targeting will 
require access to the brain through the vascular endothelium compartment. Evidence 
suggests that flavonoids generally can penetrate the blood-brain barrier (BBB) (Youdim et 
al. , 2004; Paulke et al., 2006; de Boer VC et al. , 2005; Serra et al., 2012). Indeed, it was 
recently reported that peripheral administration of luteolin freely penetrates the BBB and 
enters the brain in a mouse mode! of Alzheimer' s disease (Sawmiller et al., 2014). Thus, it 
is reasonable to predict that circulating luteolin may have access to the microglial cel! 
compartment and that, although speculative, proper consumption of phytochemicals such 
as Iuteolin may possibly help reduce the IL-1~-mediated inflammatory processes and 
prevent these symptoms to occur in cancer patients. 
Our study supports the clear advantages that possess plant-derived compounds in 
healthcare given that their utilization as food has a long history, and that their use is 
accepted as safe. The fact that only 5-10% of ali cancer cases are due to genetic defects 
and that the remaining 90-95% are due to environment and lifestyle clearly provides 
opportunities for preventing cancer (Anand et al., 2008). The possible utilization of plant-
derived luteolin-enriched extracts in chemopreventive strategies still requires a better 
understanding of their molecular mechanisms and targets of action . In conclusion, our 
study pro vides evidence of pleiotropic actions of luteolin as a signal transduction inhibitor, 
an anti-inflammation, and proapoptotic agent, and sheds Iight on new mechanisms 
supporting its physiological benefits. Consequently, our findings could help in the 
promotion of new di et strategies to prevent brain tumor-associated neuroinflammation. 
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3.5 Materials and methods 
Materials 
Luteolin was purchased from Extrasynthese (Lyon, France). Human recombinant IL- l~ 
human recombinant IL-lRa were obtained from R&D Systems (Minneapolis, MN). 
Electrophoresis reagents were purchased from Bio-Rad (Mississauga, ON). The anti-ERK 
(K-23) polyclonal antibody was from Santa Cruz Biotechnologies (Santa Cruz, CA). The 
monoclonal an ti body against GAPDH was from A vanced Immunochemical Inc. (Long 
Beach, CA). The Alexa Fluor® 488 donkey anti -rabbit IgG antibody was purchased from 
Invitrogen (Carlsbad, NM). Antibodies for AKT, Bip/GRP78, caspase-3 , cleaved-caspase-
3, lKB, !amin A/C, NF-KB p65 , the stress-activated protein kinase/JNK (SAPK/JNK), 
survivin, phospho-AKT, phospho-NF-KB p65 , phospho-SAPK/JNK polyclonal antibodies 
and phospho-ERK and phospho-IKB monoclonal antibodies were from Cel! Signaling 
Technology (Beverly, MA). The anti -COX-2 monoclonal antibody w~ts from BD 
Transduction Laboratories™ (Franklin Lakes, NJ). Anti-mouse and anti-rabbit horseradish 
peroxidase (HRP)-linked secondary antibodies were purchased from Jackson 
ImmunoResearch Laboratories (West Grove, PA) and enhanced chemiluminescence 
(ECL) reagents were from Denville Scientific Inc. (Metuchen, NJ). Micro bicinchoninic 
acid protein assay reagents were from Thermo Scientific (Rockford, IL). Ali other reagents 
were from Sigma-Aldrich (Oakville, ON). 
Cell culture 
Human glioblastoma cell !ines (U-87 MG) was purchased from the American Tissue 
Culture Col lection (HTB-14™) and maintained in modified Eagle 's Minimum Essential 
Medium (Wisent, 320-036) containing 10% calf serum (HyC!one Laboratories, 
SH30541 .03), 1mM sodium pyruvate (Sigma-Aldrich, P2256), 2mM L-glutamine, 100 
units/mL penici ll in ând 100 !A-g/mL streptomycin (Wisent, 450202). Ce lis were cultured at 
37°C under a humidified 95%-5% (v/v) mixture of air and C02. Cells were treated with 
vehicle (0 .1% DMSO) or with luteolin and stimulated with IL-l~ . 
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W estero blot analysis 
To study the effect of luteolin on COX-2, caspase-3 , cleaved caspase-3 and survivin 
proteins expression, subconfluent U-87 MG cells were serum-starved in the presence of 
Juteolin containing (or lacking) 50 ng/mL IL-l 13 for 24 h. To study the effect of these 
luteolin on IKB, NF-KB p65 , ERK. and JNK phosphorylation, IL-113 was added to the cells 
for 5 min . Cells were then washed once with ice-cold phosphate-buffered saline (PBS) 
containing 1 mM each ofNaF and Na3V04 and were incubated in the same medium for 30 
min at 4°C. The cells were solubilized on ice in lysis buffer [150 mM NaCl , 10 mM Tris-
HCI, pH7.4, 1 mM EDTA, 1 mM ethyleneglycol-0, O ' -bis(2-aminoethyl)-N, N, N ', N '-
tetraacetic acid (EGTA), 0.5% (vol/vol) Nonidet P-40 and 1% (vol/vol) Triton X-100]. To 
study the translocation of NF-KB p65 in the nucleus, nuclear protein extracts from U-87 
MG cells were isolated using the NE-PER Nuclear and cytoplasmic extraction kit (Pierce, 
Rockford, IL). The resulting lysates or nuclear extracts (25 f,lg protein) were solubilized in 
Laemmli sample buffer [125 mM Tris-HCl (pH 6.8), 20% glycerol, 4% SDS, 10% 13-
mercaptoethanol, and 0.00125% bromophenol blue] , boiled for 4 min, and separated by 
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). After 
electrophoresis, proteins were transferred to polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes 
which were then blocked 1 h at 4°C with 5% nonfat dry milk in Tris-buffered 
saline/Tween 20 (TBS-T; 147 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7.5, and 0.1% Tween 20). 
Membranes were further washed in TBS-T and incubated overnight with the primary 
antibody in TBS-T containing 3% bovine serum albumin (BSA) and 0.01% sodium azide 
(NaN3) , followed by a 1 h incubation with HRP-conjugated anti-mouse or anti-rabbit 
antibodies in TBS-T containing 5% nonfat dry milk. Immunoreactive material was 
visualized with an ECL detection system. The immunoreactive bands were quantified with 
ImageJ software (NIH). 
Total RNA isolation, eDNA synthesis and real-time quantitative RT -PCR 
Total RNA was extracted from U-87 MG monolayers using TRizol reagent (Life 
Technologies, Gaithersburg, MD). For eDNA synthesis, 1 11g of total RNA was reverse-
transcribed into eDNA using a high capacity eDNA reverse transcription kit (Applied 
Biosystems, Foster City, CA). eDNA was stored at -80°C prior to PCR. Gene expression 
was quantified by real-time quantitative PCR using iQ SYBR Green Supermix (BIO-RAD, 
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Hercules, CA). DNA amplification was carried out using an !cycler iQ5 (BIO-RAD, 
Hercules, CA) and product detection was perfonned by measuring binding of the 
fluorescent dye SYBR Green I to double-stranded DNA. The following primer sets were 
provided by QIAGEN (Valencia, CA): COX-2 (QT00040586), IL-1R1 (QT00081263), 
NF-KB p50NF-,BI (QT00154091), NF-KB p65ReiA (QT00149415), P-Actin (QT01680476), 
GAPDH (QT00079247), PPIA (QT01866137). The relative quantities of target gene 
mRNA against an internai control, P-Actin/GAPDH/PPIA RNA, were measured by 
following a .!lCT method employing an amplification plot (fluorescence signal vs . cy~le 
number). The difference (il CT) between the mean values in the triplicate samples of target 
gene and those of P-Actin/GAPDH/PPIA RNA were calculated by iQ5 Optical System 
Software version 2.0 (BIO-RAD, Hercules, CA) and the relative quantified value (RQV) 
was expressed as 2-.!lCT. Semi-quantitative PCR was performed to examine amplification 
products and amplicons resolved on 1.8% agarose gels containing 1 1-tg/ml ethidium 
bromide. 
Cytotoxicity assays 
To assess the effect of luteolin on cell viability, the release of LDH upon damage of the 
plasma membrane was analyzed in the culture medium (containing 50 ng/mL IL-lf3) ofU-
87 MG cells. Samples from the ce li medium were harvested · from cells · treated with 
luteolin for 24 h. LDH activity was measured at 30°C by a continuous optical test based on 
the extinction change of pyridine nucleotide at 340 nm as described by the manufacturer ' s 
instructions (Promega). 
Fluorimetric caspase-3 assay 
Subconfluent U-87 MG cells were treated for 24 h with luteolin in the presence or 
absence of 50 ng/mL IL-1f3. Cells were collected, washed in cold PBS and lysed in Apo-
alert lysis buffer (Clontech, Palo Alto, CA) for 20 min at 4°C. and the lysates were 
clarified by centrifugation at 16,000 x g for 20 min. Caspase-3 activity was determined by 
incubation with 50 ~-tM of the caspase-3 -specific fluorogenic peptide substrate acetyl-Asp-
Glu-Val-Asp-7-amino-4-trifluoromethylcoumarin (Ac-DEVD-AFC) in assay buffer 50 
mM Hepes-NaOH (pH 7.4), 100 mM NaCI, 10% sucrose, 0,1% 3-[(3-cholamidopropy l) 
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dimethylammonio]-1-propanesulfonate, 5 mM DTT and 1 mM EDTA] in 96-well plates. 
The release of AFC was monitored for at !east 30 minutes at 37°C on a fluorescence plate 
reader (Molecular Dynamics) (/"ex= 400 nm, À.em=505 nm). 
Transfection method and RNA interference 
U-87 MG cells were transiently transfected with 20 nM siRNA against IL-1R1 
(SI00017584), NF-kB p50NF-,Bl (SI01326990), NF-kB p65RetA (SI01399622) or scrambled 
sequences (AllStar Negative Control siRNA, 1027281) using Lipofectamine 2000 
transfection reagent (Invitrogen, CA). Then, cells were treated for 24 h with luteolin in the 
presence or absence of 50 ng/mL IL- l f3. Small interfering RNA and mismatch si RNA 
were synthesized by QIAGEN and annealed to form duplexes. 
Immunofluorescence 
U-87 MG cells were grown on coverslips to 60% confluence, treated for 24 h with 15 
!-tM luteolin and th en, incubated with 50 ng/mL IL-l f3 for 10 min. After th at, ce lis were 
incubated in 10% formalin phosphate buffer for 20 min, followed by incubation in 
permeabilization buffer (0.5% triton X-100 in PBS) for 5 min and then blocked in 1% 
BSA and 0.1% NaN3 in PBS for 1 h. The coverslips were incubated 1 h with anti-NF-KB 
p65 (1 :500) in 1% BSA, 0.1% NaN, in PBS. After three PBS washes, the cells were 
incubated for 1 h with Alexa Fluor® 488 donkey anti-rabbit secondary antibody (1 :200) in 
1% BSA and 0.1% NaN,. The coverslips were then washed 3 times in PBS and laid down 
on microscope slides using PraLong Gold Antifade Reagent from Invitrogen (Carlsbad, 
NM). The samples were viewed under a confocal microscope using NIS Elements and 
Viewer and analyzed with the ImageJ softwares. 
Statistical analysis 
Statistical analyses were assessed with Student' s t-test when one group was compared 
with the control group. To compare two or more groups with the control group, one-way 
analysis of variance (ANOV A) with Dunnett' s post hoc test was used. To investigate a 
significant interaction between two curves (control group vs treated group), a Tukey ' s post 
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COX-2, cyclooxygenase-2; IKB, inhibitor of KB ; ERK, extracellular signal-regulated 
kinase; GRP78, glucose-regulated protein 78; IL-l~ ' interleukin-1 ~ ; IL- l Ra, interleukin-1 
receptor antagonist; IL-lRl , interleukin-1 receptor type I; JNK, c-Jun amino-terminal 
kinase; MAPK, mitogen-activated protein kinase; NF-KB, nuclear transcription factor-KB; 
PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate 
Competing interests 
The authors declare that they have no competing interests . 
3.7 Acknowledgements 
The authors thank Denis Flipo (Université du Québec à Montréal (UQÀM) for his 
technical suppo1t in the confocal microscopy acquisition and analysis . This work was fund 







IL·1 @ IL-1 ê 
0 0 1 5 10 15 20 25 35 50 0 0 1 5 10 15 20 25 35 50 Luteoliri ( ~A M) 
~=============:Il - ICOX-2 
.....__._.~~ l.___l _ IGAPoH 
-0 
.... 
-s:::: 0 4 
::I: 0 
c-c 
a.. <Il 3 <(Îii (!):i 




















Luteolin ( ~A M) 
20 40 
Luteolin ( ~J.M) 
PMA 
0 0 1 5 10 15 20 25 35 50 Luteolin (!lM) 
lcox-2 
~============~ 
---- •••• •laAPoH 
56 
Figure 1 Effect of luteolin on IL-1~-induced COX-2 gene and protein expression in 
human glioblastoma cells. Subconfluent U-87 MG cells were serum-starved in the 
presence of various concentrations of luteolin containing (or lacking) 50 ng/mL IL-l~ for 
24 h. (A) Ce lis were lysed and the levels of COX-2 prote in expression were monitored by 
immunoblotting. Immunodetections obtained from representative experiments are shown. 
(B) The band intensities were analyzed by scanning densitometry using ImageJ software 
and the quantification of three independent experiments is shown. Values are means 
±SEM (**p < 0.01 and ***p < 0.001 versus IL-l~ alone). For each sample, COX-2 leve! 
was normalized for GAPDH. (C) Total RNA was isolated from conditions described 
above and eDNA synthesis, and qPCR were performed to assess COX-2 gene expression. 
Values are means ±SEM of three independent experiments (*p < 0.05 and ***p < 0.001 
versus basal control alone). (D) U-87 MG cells were serum-starved in the presence of 
various concentrations of luteolin containing (or lacking) 1 f.A.M PMA for 24 h. Western 
blot analysis ofCOX-2 levels, and GAPDH as a loading control , i·s shown. 
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Figure 2 Luteolin inhibits IL-1~-induced downstream signaling events in human 
glioblastoma cells. Subconfluent U-87 MG cells were serum-starved in the presence of 
various concentrations of luteolin for 24 h. Then, cells were stimulated with 50 ng/mL of 
IL-l~ for 5 rn in. After ce li treatments, the extent of phosphory lated forms of (A) IKB, (B) 
NF-KB, (C) ERK, or (D) JNK, along with their total protein leve! were monitored by 
immunoblotting. Immunodetection obtained from representative experiments are shown 
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(top panel). The band intensities were analyzed by densitometr)' using ImageJ software 
and expressed in arbitrary units as a ratio of levels of phosphorylated protein to those of 
the total protein to correct for variation in the amount of protein (bottom panel). For piKB, 
each band was normalized for GAPDH. The relative levels of phosphorylated protein were 
also normalized to those seen in IL-1~ control (value= 1). Values are means ±SEM of 
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Figure 3 Luteolin modulates IL-1~-induced apoptotic and survival signaling 
patbways in human glioblastoma cells. Subconfluent U-87 MG cells were serum-starved 
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in the presence of various concentrations of luteolin containing (or lacking) 50 ng/mL IL-
l~ for 24 h. For AKT phosphorylation, IL-l~ was added to the cells for 5 min. 
Representative Western blots from three independent experiments are shown for the 
expression of pAKT, AKT, GRP78, survivin, caspase-3 , cleaved. caspase-3 , and GAPDH 
proteins. Western blots were quantified and bands were corrected for their specifie protein 
loading control, AKT for pAKT, GAPDH for the others. The relative levels of 
phosphorylated AKT were also normalized to those seen in IL-l~ control (value= 1). (B) 
Cell death was assessed by the extent of LDH release in the culture medium of each 
sample. Extracts from control and treated cells were used to determine DEVDase (caspase-
3) activity, as described in the Methods section. Values are . means ±SEM of three 
independent experiments performed in triplicate (**p < 0.01 and ***p < 0.001 versus IL-
l~ al one). Statistical significance of differences between control and IL-1 ~ was calculated 
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Figure 4 IL-l receptor antagonist and IL-l receptor gene silencing affect IL-
lfWuteolin-induced COX-2 gene and protein expression. (A) Subconfluent U-87 MG 
cells were serum-starved in the presence of 50 ng/mL IL-l~ containing (or lacking) 15 [AM 
of luteolin or 500 ng/mL IL- lRa for 24 h. Then, celllysates were isolated, electrophoresed 
via SDS-PAGE and imm unodetection performed as described in the Methods section. 
Densitometric measurement was used to quantify the !evels of COX-2 protein expression 
(top panel). Total RNA was isolated from conditions described above and eDNA synthesis 
and qPCR were performed to assess COX-2 gene expression (bottom panel). Values are 
means ±SEM of three independent experiments (*p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 
vers us IL- l~ alone). (B-C) U-87 MG cells were transiently transfected with siRNA against 
IL- IR (siiL-lRl) or with a scrambled sequence (siScrambled) as described in the Methods 
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section. (B) Representative Western blots are shown for the expression of COX-2, and 
GAPDH as a Joading control. (C) Total RNA was extracted and qRT-PCR was used to 
assess IL-lRl and COX-2 gene expression upon treatment with 50 ng/mL IL-1~ or 15 f!M 
of luteolin for 24 h. Values are means ±SEM ofthree independent experiments (**p < 0.01 
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Figure 5 NF-x:B p65, but not NF-x:B pSO, gene silencing reverses the effect of luteolin 
on IL-1 ~-mediated induction of COX-2 expression. U-87 MG cells were transiently 
transfected with siRNA against NF-xB p50 (sip50), NF-xB p65 (sip65) or with a 
scrambled sequence (siScrambled) as described in the Methods ·section. (A) Total RN A 
was extracted and qRT-PCR was used to assess NF-xB p50 and NF-KB p65 gene 
expression in the siScrambled, sip50- and sip65-transfected U-87 MG cells. Values are 
means ±SEM of three independent experiments (***p < 0.001 versus IL-l~ alone). (B) 
Representative Western blots are shown for the expression of COX-2, and GAPDH as a 
loading control. (C) Total RNA was extracted and qRT-PCR was used to assess COX-2 
gene expression in the siScrambled, sip50- and sip65-transfected U-87 MG cells upon 
treatment with 50 ng/mL IL-l~ or 15 f!M of luteolin for 24 h. Values are means ±SEM of 
three independent experiments (**p < 0.01 and ***p < 0.001 versus IL-l~ alone). 
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Figure 6 Effect of luteolin on IL-l~ translocation to the nucleus. (A) Subconfluent U-
87 MG cells were serum-starved in the presence (or absence) of·15 [-lM luteolin for 24 h, 
followed with 50 ng/mL IL-l~ stimulation for the indicated time. Nuclear cell fractions 
were prepared and submitted to Western blot analys is using antibodies against NF-KB p65, 
and !amin A\C as a loading control. Representative Western blots from at !east three 
independent experiments are shown (left panel) and were quantified (right panel). (B) U-
87 MG cells were seeded on coverslips for immunofluorescence and serum-starved in the 
presence of (or absence) of 15 [-lM luteolin for 24 h. Th en, ce lis were stimulated with 50 
ng/mL ofiL-1~ for 10 min. The coverslips were fixed and incubated with anti-NF-KB p65 
antibody. NF-KB p65-stained cells were then visualized using a fluorescence microscope. 
Representative images from two independent experiments are shown. (C) NF-KB p65 
localized in the nucleus was quantified. Values are means ±SEM of two independent 
experiments (**p < 0.01 and ***p < 0.001). 
CHAPITRE IV 
4.1 Discussion 
Le processus inflammatoire a un impact sur toutes les étapes du développement du 
cancer (Marszalek et al, 2012). Parmi les composantes du processus inflammatoire dans le 
microenvironnement tumoral, on trouve la cytokine pro-inflammatoire IL-l et la COX-2 
qui jouent un rôle majeur en tant que facteurs influençant les processus du développement 
tumoral (Marszalek et al. , 2012). La COX-2 est fortement régulée à la hausse dans les 
glioblastomes (Yoshino et al., 2006). Il existe une corrélation entre le niveau de la COX-2 
et les niveaux de l' IL-l. L ' IL-l joue un rôle important dans la régulation de la COX-2 
(Marszalek et al. , 2012). Ces connaissances nous ont incités à utiliser l' IL-l comme 
inducteur efficace de 1 'expression protéique et génique de la COX-2 in vitro. 
La lutéoline, un flavonoïde commun existant dans de nombreux types de fruits , 
légumes et plantes médicinales (Ross et Kasum, 2002), a été utilisée comme un agent anti-
inflammatoire dans la médecine traditionnelle (Bagli et al, 2004). Bien que cet effet de la 
lutéoline soit clairement connu, personne n'a jamais élucidé les mécanismes par lesquels la 
lutéoléine exerce son effet anti-inflammatoire sur les voies de signalisation modulées par 
l ' IL-l , dans des cellules de glioblastome. Nos expériences in vitro démontrent des résultats 
impressionnants en ce qui concerne les effets de la lutéoléine sur 1 ' expression et la 
modulation des voies inflammatoires. On peut affirmer avec confiance que dans les 
cellules U87, la lutéoline inhibe l' expression protéique et génique de la COX-2, induite par 
l' IL-l. La lutéoline exerce ses effets sur l ' expression de la COX-2 de manière très 
inattendue à des faibles concentrations de lutéoline, l ' expression protéique et génique de 
COX-2 est augmentée, avant qu ' elle n' inhibe son expression à des concentrations plus 
élevées. On remarque une action biphasique de la lutéoline en synergie avec 1 ' IL-l , car on 
n 'observe aucun effet significatif en absence de l' IL-l. L ' inhibition de l' expression de la 
COX-2 a déjà été rapportée par des études précédentes, mais à notre connaissance, aucune 
étude n'a encore démontré l ' activité biphasique de la lutéoline sur l' expression de cette 
protéine. Afin de confirmer nos résultats, des études similaires ont été effectuées sur la 
même lignée cellulaire, en induisant l' expression de la COX-2 par le PMA. En présence de 
la lutéoline, une inhibition de la COX-2 de façon dose-dépendente a été observée, mais 
l' effet biphasique n'a pas été perçu. L 'ensemble de ces résultats nous permet d ' affirmer 
67 
que l'effet biphasique de la lutéoline observé sur l'expression de la COX-2 est 
spécifiquement relié à l' induction de la COX-2 par la voie de l' IL-l et nécessite un 
récepteur à 1 ' IL-l . 
Afm de mieux comprendre l'action biphasique de la lutéoline sur l ' expression de 
la COX-2, les voies de signalisation potentiellement impliquées ont alors été explorées. En 
présence de l' antagoniste du récepteur d' IL- l , l ' interaction synergique de l'IL-l à de 
faibles concentrations de lutéoline sur la hausse d'expression protéique et génique de la 
COX-2 est toujours maintenue, quoique légèrement réduite. Bien que la COX-2 soit 
induite en aval, une série d' évènements conséquents à l ' interaction de l' IL-l avec son 
récepteur 1 est observée. Il semble que l' IL-l puisse exercer son action sur l' expression de 
la COX-2 à travers d'autres voies. L'action de la lutéoléine est également observée sur 
l ' expression génique du récepteur à l' IL-l. Il est possible que la lutéoline agisse 
directement sur le récepteur de l' IL-l , ce qui apporte une compétition avec l' antagoniste 
du récepteur d'IL-l pour occuper le récepteur. Cette hypothèse peut expliquer la faible 
expression de la COX-2 en présence de l' antagoniste du récepteur. La lutéoline exerce son 
effet anti-inflammatoire par la suppression de la production de ces cytokines et de leurs 
voies de transduction de signal (Xagorari et al., 2001 ; Kumazawa e t al., 2006). 
La suppression de la signalisation induite par la cytokine inflammatoire est au 
moins en partie attribuée au niveau du récepteur, parce que l'accumulation des radeaux 
lipidiques, étape critique pour la signalisation du récepteur, serait bloquée par la lutéoline 
(Kumazawa et al. , 2006). L 'effet inhibiteur de la lutéoline sur la COX-2 serait donc 
associé à une altération des événements de signalisatiqn en aval du récepteur d ' IL-l, dont 
l ' inhibition de l' activation de la voie NF-kB. L 'IL-l~ exerce plusieurs de ses effets 
biologiques en activant le facteur de transcription NF-kB, qui , à son tour, régule 
l'expression des gènes oncogènes et inflammatoires (Hanada et Yoshimura, 2002). Nos 
résultats montrent une inhibition de l' activation de la voie classique pro-inflammatoire IL-
1/NF-kB/COX-2 dans les cellules de glioblastomes traitées par la lutéoline. L ' effet 
inhibiteur de la lutéoline sur l' activation de la voie NF-kB a aussi été détecté dans les 
cellules du cancer des poumons (Shi et al., 2004). De plus, nous observons une inhibition 
de la phosphorylation sur les deux sous-unités du NF-kB, la p65 et la pl05 , qui se produit 
de façon concentration-dépendante. Il est déjà connu que 1 ' activation de la voie NF-kB 
médiée par l ' IL-l implique la phosphorylation et la dégradation subséquente de l'inhibiteur 
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de NF-kB, 1 ' IkB, entraînant la libération cytoplasmique et la translocation nucléaire du 
NF-kB (Auron, 1998). 
L'inhibition de l'expression génique des deux sous-unités, p50 et p65 , de NF-kB 
par le traitement des cellules avec le siRNA correspondant, ne réduit pas entièrement la 
capacité des cellules U87 à exprimer la COX-2. Aux concentrations de lutéoline 
auxquelles la COX-2 est induite fortement, respectivement 10 et 15 J..LM, la suppression de 
la sous-unité p50 permet tout de même, l' expression génique de la COX-2 induite par l' IL-
l , mais à moindre intensité. Ce qui est intéressant est que, aux mêmes concentrations de 
lutéoline, l'inhibition de la sous-unité p65, bloque complètement l' expression génique de 
la COX-2 induite par l 'IL-l. Les mêmes effets du siRNA des deux sous-unités au niveau 
de 1 'expression de la COX-2 sont observés au niveau protéique. On peut conclure, en se 
basant sur ces résultats, que la sous-unité p65 joue un rôle plus important dans la 
transcription génique de la COX-2 que la sous-unité p50. Cette expérience nous confirme 
aussi que l ' expression de la COX-2 induite par l' IL- l nécessite la voie NF-kB. 
Afin de confirmer nos observations, nous avons regardé si l'action de la lutéoline 
sur IKB est en corrélation avec l'inhibition de l'activité de NF-kB. Le prétraitement des 
cellules avec la lutéoline a supprimé les effets de 1 'IL-l sur la phosphorylation et la 
dégradation IKB-a.. Des études montrent que la lutéoline inhibe l'activation de NF-kB par 
inhibition de l'activation de IKK au cours de l'inflammation dans les cellules épithéliales et 
les macrophages (Xagorari et al., 2001; Chen et al., 2007; Kim et Jobin, 2005). De plus, en 
corrélation avec la dose de lutéoline, la translocation de NF-kB au noyau diminue aussi , ce 
qui appuie les observations sur la diminution de l' expression génique et protéique de la 
COX-2. 
Récemment, il a été rapporté que l'expression de la COX-2 peut être régulée par 
différentes voies de signalisation des MAP kinase et que la voie de signalisation impliquée 
dépend, particulièrement, du type de stimuli. Dans les cellules U87, l 'IL-l induit la 
phosphorylation d'ERK, de p38 et de JNK. L'augmentation dans les niveaux de 
phosphorylation de ces kinases par 1 ' IL-l était transitoire, ·avec un maximum de 
phosphorylation à 10 minutes post-stimulation. Le traitement des cellules U87 avec des 
concentrations croissantes de lutéo line a interféré de façon dose dépendante avec la 
phosphorylation des diverses protéines impliquées dans la voie de signalisation de 1 ' IL-IR 
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telles p38, ERK et JNK. Le traitement à l'IL-l stimule la phosphorylation de la p38, JNK 
et ERK. La lutéoline mène clairement à une inhibition de la voie ERK mais aussi des 
autres voies de régulation clés, tels que la p38 et JNK. Étant donné qu ' il existe différents 
mécanismes de modulation des voies de signalisation dans les cellules normales et les 
cellules cancéreuses malignes, cela explique le fait que la lutéoline supprime JNK dans les 
macrophages alors qu'elle affecte cette kinase dans les cellules cancéreuses (Shi et al., 
2004; Ju et al. , 2007). Nos résultats ont démontré que la lutéoline supprime l' activation de 
JNK dans les cellules tumorales U87 . 
Des études antérieures ont démontré que la lutéoline inhibe les réactions 
inflammatoires et la régulation de la voie de signalisation ERK dans les cellules 
épithéliales du côlon humain (Hong et Grabel, 2006). Il est connu que l'augmentation de la 
signalisation d 'ERK est fortement corrélée avec la prolifération et la métastase des 
glioblastomes. L'activation constitutive de la signalisation d 'ERK est une caractéristique 
de nombreux cancers, comme celui du sein, du poumon, le cancer colorectal et le 
mélanome. La diminution de la phosphorylation de cette voie apportée par la lutéoline 
pouvait donc jouer un rôle dans la prévention de l'invasion des cellules tumorales (Cheng 
et al. , 2013). Les membres de la famille MAP kinase sont de forts promoteurs de l'invasion 
tumorale. L'inhibition de l'un des candidats de cette famille conduit à la réduction 
considérable de 1 ' envahissement de gliome in vitro (Demuth et al., 2007). Ce modèle in 
vitro qui est de plus en plus utilisé consiste à mesurer la vitesse de l'invasion des cellules 
tumorales à travers le Matrigel, un mélange complexe des composants de matrices 
extracellulaires dérivées du sarcome Engelbroth-Holm-Swarm (EHS) (Radotra 
McCormick, 1997). Afin d'examiner si l'activation des MAPK est impliquée dans la voie 
de transduction du signal conduisant à l' expression de la COX-2 causée par l ' IL-l , nous 
avons utilisé des inhibiteurs pharmacologiques de MAPK. Parmi tous les inhibiteurs 
utilisés, seul le SB203580, un inhibiteur sélectif de la p38, a fortement réprimé 
l'expression de la COX-2, du même niveau que l' utilisation de la lutéoline. Ce résultat 
suggère l' implication de cette voie, induite par l' IL-l , dans l ' expression de la COX-2. 
D ' autres études effectuées sur les cellules U87 ont confirmé aussi l ' implication de la voie 
p38 dans l' expression de la COX-2 (Kim et al., 2004). 
Dans les recherches sur le cancer de la prostate, les cherchew·s ont découvert que 
la lutéoline supprime la prolifération et provoque l'apoptose in vitro et in vivo par 
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l' inhibition de la voie de signalisation IGF/ lR/AKT (Fang et al., 2007). De nombreux 
facteurs de croissance régulent les voies de transduction du signal PI3K/Akt. Akt est une 
kinase indispensable à l'organisme qui promeut la prolifération et la migration des cellules. 
Par conséquent, la régulation de 1' Akt est une condition importante pour la promotion de la 
survie ou de l ' apoptose cellulaire. La phosphorylation d ' Akt s ' effectue à la fois sur la 
Thr308 et Ser473 et est essentielle pour l'activation complète de cette kinase (Persad et al. , 
2001). Il a été rapporté que par des interactions avec la voie de signalisation PBK/Akt, la 
lutéoline peut jouer un rôle dans l'inhibition de la prolifération cellulaire et de la migration 
(Bagli et al. , 2004). Notre étude sur les cellules de glioblastome a également indiqué une 
régulation de la voie d' Akt par la lutéoline. Le prétraitement des cellules avec la lutéoline 
réduit de façon significative le niveau de phosphorylation d 'Akt. Ruiz et al. (2006) ont 
montré que la lutéoline bloque sélectivement la phosphorylation et l' activité d 'Akt induite 
par le TNF-a. dans les cellules murines non-carcinogènes de cellules épithéliales 
intestinales (IEC), et que la lutéoline à 100 f.tM provoquait une inhibition de longue durée 
sur 24 h. De plus, il a été rapporté que la lutéoline inhibe 1 ' activation d ' Akt dans les 
cellules cancéreuses de prostate PC-3 et DU145 (Fang et al., 2007). L'inhibition de l'Akt 
est apparue à des concentrations de lutéoline de 10 !lM et était presque complète à 40 flM . 
Ces résultats sont cohérents avec les nôtres dans les cellules de glloblastome. 
Dans un souci d ' explorer les mécanismes potentiels impliqués dans la prévention 
de l' inflammation et le potentiel de la lutéoline dans la thérapie contre le cancer, nous 
avons systématiquement examiné le niveau de cytotoxicité cellulaire de la lutéoline à la 
concentration à laquelle nous observons ces effets. La lutéoline ne présente aucune 
cytotoxicité. Par contre, nous avons constaté que la lutéoline induit l ' apoptose de façon 
dose-dépendante dans les cellules de glioblastomes en présence de 1 ' IL- l. L ' induction de 
l' apoptose dans les cellules traitées par la lutéoline en présence de l'IL- l est confirmée par 
une augmentation de la caspase-3 clivée et par une diminution de la caspase-3 non clivée. 
Simultanément au clivage de la caspase-3 , une diminution de la survivine a été aussi 
constatée, ce qui confirme l' état apoptotique des cellules. La synergie entre la lutéoline et 
l' IL-l sur la promotion de 1 ' apoptose a été suggérée autant par les mesures effectuées au 
FACS que par le test de la caspase-3. Enfin, le test du LDH a confirmé que l' effet pro-
apoptotique de la lutéoline dans les cellules cancéreuses de glioblastome n'est pas causé 
par une cytotoxicité de la molécule, mais plutôt par une interférence avec les voies de 
prolifération ou anti-apoptotique. D ' autres études effectuées sur le même type cellulaire 
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ont confirmé que, à des concentrations inférieures à 30 !J.M, la lutéoline ne présente pas de 
cytotoxicité (Cheng et al. , 2013). La lutéoline peut déclencher l' apoptose dans les cellules 
en agissant directement sur les voies apoptotiques ou en supprimant diverse voies 
impliquées dans la survie cellulaire (Lin et al. , 2008). 
On peut relier l ' induction de l' apoptose avec la diminution de l' expression de la 
protéine de stress GRP78. En présence de la lutéoline et l'IL-l , l ' expression protéique et 
génique de la GRP78 augmente lorsque les concentrations de lutéoline sont plus basses et 
diminue lorsque la concentration de la lutéoline augmente. La GRP78 joue un rôle dans la 
survie, la prolifération et la résistance apoptotique des cellules cancéreuses. La GRP78 
interagit avec la caspase-7 et caspase-12 dans le RE et inhibe l'activation de ces facteurs 
favorisant l'apoptose. La GRP78 est induite en réponse au stress du RE et protège les 
cellules de l ' apoptose (Li et Li, 2012). On observe un apport du stress par la lutéoline, 
indépendant de la présence de 1 'IL-l , ce qui se reflète par la hat1sse de 1 'expression de la 
GRP78 observée. Etant donné que la GRP78 est élevée en condition de stress en favorisant 
la survie des cellules, sa diminution lors du traitement avec des concentrations de lutéoline 
plus élevées suggère la présence des cellules en apoptose. Des études précédentes de Weng 
et al. , (2012) ont montré aussi que la lutéoline a retardé le processus de prolifération des 
cellules cancéreuses d'œsophage Ecal 09 et a prédisposé les cellules à l'apoptose. De plus, 
il a été documenté que la lutéoline induit la mort cellulaire par apoptose dans plusieurs 
types de cellules cancéreuses, y compris le carcinome épidermoïde, la leucémie, le cancer 
du pancréas, et 1 ' hépatome (Lee et al., 2002; Huang et al., 1999; Cheng et al., 2005; Lee et 
al. , 2005). Bien que les mécanismes sous-jacents à l'apoptose induite par la lutéoline sont 
complexes, ils peuvent être résumés par un bris de 1 'équilibre entre la survie et la mort 
cellulaire, soit en stimulant les voies apoptotiques, soit en inhibant la signalisation de 
survie dans les cellules cancéreuses. 
Les activités pharmacologiques de la lutéoline pourraient être fonctionnellement 
liées les unes aux autres. Par exemple, l'effet anti -inflammatoire de la lutéoline peut être 
lié à sa fonction anti-cancéreuse. La propriété anti-cancéreuse de la lutéoline peut être 
associée à son pouvoir d ' induction de l'apoptose, ce qui englobe la régulation d'oxydo-
réduction, des dommages de l'ADN et des protéines kinases impliquées dans la 
suppression de la prolifération, de la métastases et de l'angiogénèse des cellules 
cancéreuses (Lin et al. , 2008). 
L 
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La biodisponibilité, la pharmacocinétique et le métabolisme des flavonoïdes sont 
des paramètres importants et, il est opportun d'évaluer leur immense rôle dans la chimie-
prévention des maladies tel que le cancer. La Iutéolirie se trouve dans les plantes sous une 
forme glycosylée. Après ingestion, les glycosides Iutéoline sont hydrolysés à leur forme 
libre biologiquement active (aglycone) dans la muqueuse intestinale. La Iutéoline aglycone 
est ensuite absorbée, et surtout glucuronidée peu de temps après. Cependant, les 
métabolites de flavonoïdes ont une activité biologique réduite par rapport à la molécule 
mère. L'absorption intestinale de la Iutéoline a été étudiée par Shimoi et al. (1998) qui ont 
constaté que la lutéoline est mieux absorbée dans le duodéno-jéjunum que dans l'iléon. 
Des études sur les rats ont révélé que la concentration plasmatique maximale de la 
lutéoline est 1.97+0.15 pmoi/L après l'administration orale de 14,4 mg/kg de Iutéoline. Le 
temps pour atteindre la concentration plasmatique maximale était de 1,02 ± 0,22 heures et 
la demi-vie de la lutéoline était 4,94 ± 1,2 heures. Les résultats obtenus d' autres 
expériences effectuées chez le rat après une seule administration orale de Chrysanthemum 
morifolium (200 mg 1 kg), une plante contenant de la lutéoline et de l ' apigénine comme 
molécules actives ont montré une dose totale de récupération de 37,9% (6,6% dans l'urine; 
31 ,3% dans les fèces) pour la Iutéoline et 45,2% (16,6% dal)s l'urine, de 28,6% dans les 
fèces) pour l'apigénine. La dose de la lutéoline excrétée dans la bile était de 2,05% de la 
dose initiale. La lutéoline a une phase d'élimination lente, avec une absorption rapide, il est 
donc envisageable d ' avoir une accumulation de ce flavonoïde dans le corps (Chen et al., 
2007). 
D 'autres études montrent que l'absorption intestinale de polyphénols peut être 
élevée. La concentration maximale plasmatique d ' une molécule individuelle dépasse 
rarement 1 f.iM après la consommation de 10 à 100 mg d'un composé phénolique unique 
(Scalbert et Williamson, 2000). Toutefois, la concentration plasmatique totale des phénols 
est probablement plus élevée en raison de la présence de métabolites formés dans les tissus 
de l'organisme ou par la microflore intestinale. Il sera important d'en apprendre davantage 
au sujet de ces métabolites, notamment en raison de leur puissante activité biologique 
(Scalbert et Williamson, 2000). Étant donné que la concentration à partir de laquelle les 
effets bénéfiques de la lutéoline commencent à être importants, est de 20 J..LM et plus, il est 
nécessaire de consommer une grande quantité des sources contenant de la lutéoline. 
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En général, on croit que la biodisponibilité orale de flavonoïdes est très faible. 
Mais, selon les résultats, la biodisponibilité de la lutéoline dérivée des plantes serait 
beaucoup plus élevée que celle de la lutéoline pure (Zhou et al. , 2008). Des données 
relatives à la sécurité des flavonoïdes soutiennent leur utilisation comme complément 
alimentaire. Il a été documenté que la supplémentation diététique de 1 g/jour de la 
molécule la plus proche de la lutéoline, la quercétine, chez l'homme, est sécuritaire et sans 
effets cytotoxiques (Conquer et al., 1998). Une étude chez des rongeurs n 'a montré aucune 
toxicité de la lutéoline Gusqu'à à 10 mg/kg donnée IP) administrée quotidiennement 
pendant 18 jours (Fang et al., 2007). Les mesures sur la teneur totale en flavonoïdes dans 
le régime alimentaire des différentes populations ont révélé que 1 ' apport moyen total en 
flavonoïdes est habituellement de l'ordre de lOO à 200 mg 1 jours: les flavonoles , avec la 
quercétine et le kaempférol comme principaux composants, contribueront entre 5-20 mg 1 
jour, les flavones seulement environ 1 mg, ou moins , dont jusqu'à 90% de la fraction des 
flavones est représenté par l'apigénine, en laissant environ 0,1 mg 1 jour à la lutéoline 
(Seelinger et al., 2008). Des concentrations considérables de la lutéoline se trouvent dans 
quelques épices comme le thym, le persil, la sauge, et dans les carottes sauvages, mais les 
principales sources nutritionnelles de lutéoline sont cachées dans le céleri , les épinards, 
certaines variétés de poivrons et la laitue. Les attentes pour trouver des effets sur la santé 
des flavones (ou même de la lutéoline) en corrélation avec ces études épidémiologiques 
devraient donc être modérées (Seelinger et al., 2008). 
La présente étude a porté sur la Iutéoline, parce que des rapports précédents 
comparant ses propriétés anti-inflammatoires à d'autres flavonoïdes comme la quercétine, 
la génistéine, ou hespérétine dans les macrophages périphériques, ont suggéré que la 
lutéoline était la plus apte à engendrer des effets prometteurs (Comalada et al. , 2006; 
Xagorari et al. , 2001). Récemment, il a été trouvé que la Iutéoline inhibait la microglie 
dans plusieurs modèles d'inflammation in vitro (Chen et al., 2008 ; Rezai-Zadeh et al., 
2008). Il a été spéculé pendant un certain temps, que les flavonoïdes sont capables 
d ' inhiber l'inflammation dans le cerveau (Youdim et al., 2004). La lutéoline exerce ses 
effets new-oprotecteurs par son action directe sur les cellules microgliales. Cette 
observation est cohérente avec le rôle bien documenté des médiateurs inflammatoires dans 
la progression des maladies neurodégénératives (Block et Hong, 2005). Ces rapports 
antérieurs ont incité d 'approfondir notre recherche sur les effets de la Iutéoline. De plus, 
la lutéoline est perméable a la barrière hémato-encéphalique, la rendant applicable au 
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traitement des maladies du système nerveux central , y compris le cancer du cerveau 
(Wruck et al., 2007). 
4.2 Conclusions et perspectives 
Nos rés ultats démontrent que la lutéoline module les voies inflammatoires induites 
par l' IL- l et impl iquées dans la régulation de la COX-2 dans les cellules de glioblastomes . 
L ' inhibition de la COX-2 par la lutéoline se produit de façon biphasique. L ' activation de 
diverses protéines impliquées dans la voie de signalisation de 1 ' IL-IR telles NF-kB, IkB, 
p38, ERK et JNK est inh ibée par la lutéoline de façon concentration dépendante. L'action 
biphasique de la lutéoline est également observée sur 1 'expression génique du récepteur à 
l'IL-l (IL-lR). L'interaction synergique de l' IL-l avec de faib les concentrations de 
lutéoline sur la hausse d'expression protéique et génique de . la COX-2 est toujours 
maintenue, mais plus faiblement, en présence d ' un antagoniste du récepteur à 1 ' IL-l. De 
plus, cette hausse s ' accompagne d ' une augmentation de la translocation de NF-kB dans le 
noyau . Étant donné que l'inflammation et les voies de signalisation impliquées sont 
fortement associées à la cancérogenèse, le rôle anti-inflammatoire et l ' activité inhibitrice 
de la lutéoline pourraient donc contribuer à la prévention du cancer (figure 1 0). 
Les études épidémiologiques suggèrent que l'apport alimentaire de flavonoïdes est 
inversement associé au risque de cancer du poumon, de la prostate, de l'estomac et le 
cancer du sein chez l'homme (Neuhouser, 2004; Knekt et al. , 1997). Les résultats 
documentés suggèrent que la lutéoline possède une variété de propriétés bénéfiques, y 
compris celles d'agent anti-inflammatoire et anticancéreuse. Les résultats des études 
suggèrent que l'apport a limentaire de la lutéoline réduirait le risque de cancer d'ovaire, 
mais des études prospectives sont encore nécessaires (Gates et al., 2007). Dans un modèle 
de cancer du côlon, la lutéoline réduit de façon significative l'incidence du cancer du côlon 
lorsque son administration a été effectuée soit à la phase d'initiation ou post- initiation 
(Manju et Nalin i, 2007). Les résultats démontrent que la lutéo li ne exerce des effets 
chimio-préventifs et anticancéreux, en association avec ses effets antioxydants contre le 
cancer du côlon (Manju et Nalini , 2007). Les données provenant d'études antérieures 
suggèrent que la lutéoline est un agent anticancéreux prometteur. Des études précliniques 
seront nécessaires pour établir l'efficacité et la sécurité de la lutéoline seule ou en 
combinaison avec d'autres traitements avant de procéder à des essais cliniques. 
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Figure 10. La modulation par la lutéoline des voies de signalisation et des médiateurs pro-
inflammatoires impliqués dans le cancer. 
Bien que nos recherches aient démontré des effets inhibiteurs de la lutéoline 
envers les biomarqueurs pro-inflammatoires et certaines voies de signalisation, nous 
sommes encore loin de comprendre les détails des mécanismes par lesquels la lutéoline 
exerce son action bénéfique. L ' effet spécifique de la lutéoline sur l ' expression de la COX-
2 induite par l' IL-l nous incite à mieux connaître cette spécificité directement reliée à l ' IL-
l et son récepteur. Afin d ' approfondir la compréhension de l ' action de la lutéoline, il serait 
intéressant, dans les études futures , de se concentrer sur la protéine IL-l RAP et son 
interaction avec la lutéoline en ce qui trait à l' expression de la COX-2 et les voies de 
signalisation impliquées. Étant donné que la gamme des récepteurs de 1 ' IL-l est assez 
élaborée, il nous incombe également de vérifier 1 ' hypothèse suggérant que 1 ' IL-l exerce 
son action à travers une autre voie, en interagissent avec un autre type de récepteur, soit un 
récepteur de la famille des TLR ou même par un des membres de la famille des récepteurs 
d 'IL-l. Puisque la finalité de toute recherche est d ' employer les résultats obtenus dans les 
conditions physiologiques, il est à considérer d ' évaluer aussi les effets de la lutéoline in 
vivo . 
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